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1 Einleitung 
 
1.1 Zytokine 
 
Die Evolution vielzelliger Organismen machte es notwendig, Kommunikationsmechanismen 
zwischen den einzelnen Zellen zu entwickeln, um die Reaktionen des gesamten Organismus 
zu koordinieren. Basis dafür ist die interzelluläre Kommunikation, die es einer Zelle 
ermöglicht, das Verhalten anderer Zellen gezielt zu beeinflussen. Dies erfolgt über 
verschiedenartige Mediatoren, wie z.B. den „klassischen“ Hormonen und den Zytokinen. 
„Klassische“ Hormone wirken in der Regel endokrin, d.h. sie werden von spezialisierten 
Zellen synthetisiert, in Drüsen gespeichert und nach Stimulation sezerniert. Sie erreichen über 
den Blutstrom auch weit entfernte Zielzellen. Wichtige Vertreter der „klassischen“ Hormone 
sind zum Beispiel Insulin und Cortison.  
Zytokine werden nicht als präformierte Moleküle in Drüsen gespeichert, sondern meist als 
Antwort auf einen adäquaten Reiz von verschiedenartigen Zellen schnell synthetisiert und 
sezerniert. Ihre Effekte vermitteln sie durch Bindung an spezifische Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche, in deren Folge Signaltransduktionskaskaden ausgelöst werden. Zytokine 
wurden ursprünglich als immunregulatorische Faktoren beschrieben, die die Reifung 
hämatopoetischer Zellen und die Immunabwehr regulieren, ihr Wirkungsspektrum erstreckt 
sich jedoch auch auf zahlreiche andere Zellen und Gewebe (Pleiotropie). Sie wirken auto- 
oder parakrin (d.h. auf die sezernierende Zelle selbst oder auf benachbarte Zellen) und können 
darüber hinaus die Effekte anderer Zytokine in additiver, synergistischer oder antagonistischer 
Weise modulieren. Die vermittelten Effekte zeigen häufig Redundanz, d.h. ähnliche 
biologische Antworten können durch verschiedene Zytokine induziert werden.   
Zusammengefasst werden unter dem Begriff „Zytokine“ Wachstumsfaktoren, die größtenteils 
proliferative Signale vermitteln (z.B. EGF – epidermal growth factor, Erythropoetin), 
Interleukine, die immunmodulatorisch, pro- oder antinflammatorisch wirken können (z.B. 
Interleukin-1, Interleukin-6), Interferone, deren Hauptaufgabe in der Virusabwehr besteht 
(z.B. Interferon-α, Interferon-γ), und Chemokine, die Migration und Chemotaxis steuern [1].  
 
1.2 IL-6-Typ Zytokine 
 
Die Einteilung der Zytokine kann sowohl nach funktionellen als auch nach strukturellen 
Gesichtspunkten erfolgen. So sind z.B. die IL-6-Typ Zytokine durch eine gemeinsame Vier-
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Helix-Bündel-Struktur und die Nutzung der gemeinsamen Rezeptoruntereinheit gp130 
definiert. Zu den IL-6-Typ Zytokinen gehören neben Interleukin-6 auch Interleukin-11, LIF 
(leukemia inhibitory factor), OSM (oncostatin M), CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 
(cardiotrophin-1) und CLC/ NNT-1/ BSF-3 (cardiotrophin-like cytokine/ novel neurotrophin-
1/ B-cell stimulatory factor-3). Die Signaltransduktion über IL-6 und IL-11 erfolgt über ein 
gp130-Homodimer, während CNTF, LIF und CT-1 über ein gp130/LIF-Rezeptor-
Heterodimer signalisieren. Die Signaltransduktion des humanen OSM kann sowohl über einen 
heterodimeren gp130/LIF-Rezeptorkomplex als auch über einen gp130/OSM-
Rezeptorkomplex erfolgen.  
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Abb.1.1. Die Signaltransduktion der IL-6-Typ Zytokine erfolgt über homo- oder heterodimere 
Rezeptorkomplexe.  
IL-6 und IL-11 signalisieren über gp130-Homodimere, die übrigen bisher bekannten IL-6-Typ Zytokine über 
heterodimere Rezeptorkomplexe, in denen eine gp130-Untereinheit präsent ist.  
 
LIF und OSM binden direkt an ihre signaltransduzierenden Untereinheiten (LIF an den LIF-
Rezeptor und OSM an gp130), während IL-6, IL-11, CNTF und CLC spezifische, nicht- 
signalisierende α-Rezeptoren zur Bindung an ihre Rezeptorkomplexe benötigen [2-4]. 
Kürzlich konnte durch Kristallstrukturanalysen bestätigt werden, dass der humane IL-6 
Rezeptorkomplex ein Hexamer bildet, das aus je zwei IL-6-, IL-6Rα- und gp130-Molekülen 
besteht. Dabei bildet sich zunächst ein Trimer aus IL-6, IL-6Rα und gp130 aus, zwei Trimere 
dimerisieren nachfolgend zum Hexamer [5]. 
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1.3 Die Interleukin-6 Signaltransduktion 
 
1.3.1 Interleukin-6 
Störungen der Gewebehomöostase können u.a. durch Verletzungen oder Immunreaktionen 
hervorgerufen werden. Dies hat die lokale Aktivierung von Leukozyten, Endothelzellen und 
Fibroblasten zur Folge, die daraufhin Zytokine (vor allem IL-1, TNFα und IL-6) sezernieren, 
die systemische und lokale Reaktionen auslösen. Teil einer systemischen Reaktion ist die 
Aktuphase-Antwort der Leber, für die IL-6 als Hauptstimulator identifiziert werden konnte 
[6]. Bei der Akutphase-Antwort werden in erhöhtem Maße verschiedene anti-inflammatorisch 
wirkende Plasmaproteine wie z.B. Serum Amyloid A, C-reaktives Protein, Haptoglobin, α1-
Antichymotrypsin und α1-Antitrypsin ausgeschüttet. Zusätzlich zur Stimulation der 
Akutphase-Antwort induziert IL-6 die Immunglobulinsynthese in aktivierten B-Lymphozyten, 
vermittelt die Differenzierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen und von T-Zellen zu 
zytotoxischen T-Zellen. IL-6 induziert weiterhin neuronale Differenzierungsprozesse und 
stimuliert das Wachstum von Keratinozyten und anderen Zellen [2, 3].  
Pathobiologische Bedeutung hat IL-6 bei inflammatorischen und Autoimmun-Erkrankungen, 
bei der HIV-Infektion und B-Zell-Neoplasien (multiples Myelom). Zu den chronisch 
inflammatorischen Erkrankungen wird z.B. die systemische juvenile rheumathoide Arthritis 
gezählt, die sich durch frühzeitige Gelenkzerstörungen, systemische Entzündungszeichen, 
Fieberschübe und deutlich erhöhte IL-6-Spiegel im Blut der Patienten manifestiert [7-10]. 
Erhöhte IL-6-Spiegel wurden auch bei männlichen HIV-Patienten gefunden, die einen 
Polymorphismus im IL-6 Promotor aufweisen. Damit assoziiert ist möglicherweise das 
verstärkte Auftreten des Kaposi-Sarkoms, eines angioproliferativen Tumors [11]. Erhöhte   
IL-6 Spiegel spielen weiterhin bei Knochenerkrankungen eine wichtige Rolle, da die IL-6 
vermittelte Osteoklasten-Stimulation zu einer Reduktion der Knochendichte führt und daher 
für Erkrankungen wie z.B. Osteoporose von Bedeutung ist [12].  
Eine wichtige Rolle scheint IL-6 auch als migratorischer Faktor für Zellen des Immunsystems  
(z.B. T-Zellen) zu besitzen. Studien zu verschiedenen Erkrankungsmodellen mit IL-6-
defizienten Mäusen zeigten, dass IL-6 an der Regulation entzündlicher Prozesse des 
Gehirngewebes (Enzephalitis) beteiligt ist. Die Infektion von IL-6-/--Mäusen mit Toxoplasma 
gondii bewirkte in den Gehirnen dieser Tiere die Ausbildung großer nekrotischer Bereiche 
und lässt annehmen, dass IL-6 die Infiltration verschiedener T-Zell-Spezies stimuliert und so 
einen protektiven Effekt bei der Toxoplasmen-Enzephalitis ausübt [13]. Andererseits 
verhindert der Verlust von funktionellem IL-6 das Auftreten der MOG (myelin 
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oligodendrocyte glycoprotein)-induzierten Autoimmun-Enzephalitis in IL-6 defizienten 
Mäusen. Ursache hierfür ist wahrscheinlich, dass IL-6 eine entscheidende Bedeutung in der 
Aktivierung und Differenzierung autoreaktiver T-Zellen zukommt [14, 15]. 
 
1.3.2 Der Jak/STAT-Weg 
Die Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokine besitzen keine intrinsische Kinaseaktivität, sondern 
liegen assoziiert mit zytoplasmatischen Tyrosinkinasen der Janus-Kinasen Familie vor. Für 
die IL-6 Signaltransduktion sind dabei in erster Linie Jak1, aber auch Jak2 und Tyk2 von 
Bedeutung [16-20]. Janus-Kinasen bestehen aus sieben Homologie-Domänen (JH1-7). Die C-
terminal gelegene JH1-Domäne besitzt Kinase-Aktivität, während die zu ihr homologe JH2-
Domäne wegen der fehlenden enzymatischen Aktivität als kinase-like-Domäne bezeichnet 
wird [21-23]. Der N-Terminus der Janus-Kinasen ist für deren Bindung an Zytokinrezeptoren 
verantwortlich. In unserer Arbeitsgruppe konnte kürzlich als wichtige Struktur für die 
Rezeptorbindung eine putative FERM-Domäne (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin) in 
Jak1 identifiziert werden [24]. Ein besonders wichtiger Teil innerhalb dieser Struktur ist die 
β-grasp-Domäne, die die konstitutive Assoziation mit den konservierten Membran-
proximalen Box1/Box2-Regionen von gp130 vermittelt [24-26].    
 
 
JH1JH2JH3JH4JH5JH6JH7
Kinase-DomäneKinase-like-Domäne
     FERM-Domäne
F1 F2 F3
β-grasp
YY
DNA-
Bindung SH2
Trans-
aktivierung
Y S
Jak1
STAT
coiled-coil-
Domäne LinkerN-Terminus
 
 
 
Abb.1.2. Domänen-Struktur von Jak1 und STAT-Faktoren.  
Die Janus-Kinase Jak1 weist sieben Jak-Homologie-Domänen auf. Die N-terminale putative FERM-Domäne 
lässt sich in drei Subdomänen gliedern (F1-F3), von denen die F1-Subdomäne die Struktur einer β-grasp-
Domäne zeigt. STAT-Faktoren besitzen N-terminal eine Oligomerisierungsdomäne, gefolgt von einer coiled-
coil-, DNA-Bindungs-, SH2- und Transaktivierungsdomäne.  
 
 
Einleitung     5
 
Die Bindung von IL-6 an den IL-6 Rezeptor α ist der initiale Schritt der Rezeptoraktivierung, 
in deren Folge der IL-6/IL-6Rα-Komplex mit gp130 interagiert und so die gp130-
Dimerisierung induziert [27]. Dies führt zur Aktivierung der Janus-Kinasen, die sich 
gegenseitig phosphorylieren und eine Phosphorylierungskaskade in Gang setzen, deren erster 
Schritt in der Phosphorylierung intrazellulärer Tyrosinreste des gp130 besteht.     
Sechs Tyrosinmotive (Y683, Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915) liegen im Intrazellulärteil 
des gp130 vor. Nach Phosphorylierung bestimmter Tyrosinmotive können weitere Proteine an 
gp130 rekrutiert werden, wie z.B. Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (signal 
transducers and activators of transcription).  
STAT-Faktoren besitzen N-terminal eine Oligomerisierungsdomäne. Der mittlere Bereich 
umfasst eine coiled-coil- und eine DNA-Bindungsdomäne. Im C-terminalen Bereich liegen 
eine SH2-, und eine Transaktivierungsdomäne vor [28-31].  
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Abb.1.3  Aktivierung des Jak/STAT-Weges nach IL-6 Stimulation. 
STAT-Faktoren werden an die Membran-distalen Tyrosinmotive des gp130 rekrutiert und z.B. über Janus-
Kinasen an Tyrosinresten phosphoryliert. Phosphorylierte STAT-Faktoren dimerisieren und translozieren in den 
Zellkern, wo sie u. a. die Expression von SOCS-Proteinen induzieren. SOCS1 und SOCS3 sind Inhibitoren der 
IL-6 Signaltransduktion. SOCS1 inhibiert die IL-6 Signaltransduktion durch Interaktion mit Janus-Kinasen, 
während der inhibitorische Effekt von SOCS3 und der Tyrosin-Phosphatase SHP2 von Tyrosin 759 abhängig ist 
(s. Abschnitt 1.4). 
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Nach IL-6 Stimulation werden STAT1 und STAT3 über ihre SH2-Domänen an die Membran-
distalen Tyrosinmotive des gp130 rekrutiert. Dabei bindet STAT3 an die Erkennungssequenz 
YXXQ, während STAT1 an das eingeschränktere YXPQ-Motiv (Y905, Y915) bindet [32-34]. 
Die rekrutierten STAT-Faktoren werden an konservierten Tyrosinresten (Y701 in STAT1, 
Y705 in STAT3) phosphoryliert, bilden STAT Homo- oder Heterodimere und translozieren in 
den Zellkern. Dort aktivieren sie spezifische Zielgene, wie z.B. die Gene der Akutphase-
Proteine.  
Für STAT1 und STAT3 konnte auch die Phosphorylierung von Serin in Position 727 
nachgewiesen werden. Als Serinkinasen, die diese Phosphorylierung vermitteln können, 
wurden, in Studien mit verschiedenen Zelltypen u.a. PKCδ, MEKK1 und die MAP-Kinasen 
Erk, p38 und JNK identifiziert [35-39]. Größtenteils wird in diesen Arbeiten eine erhöhte 
transkriptionelle Aktivität Serin-phosphorylierter STAT-Faktoren beschrieben.  
 
1.3.3 Die Ras/Raf/Erk-Kaskade 
Die Jak-vermittelte Phosphorylierung der Tyrosinmotive in gp130 führt zur Rekrutierung 
weiterer Signalmoleküle. Das phosphorylierte Tyrosin 759 ist in der Lage, die Tyrosin-
Phosphatase SHP2 über ihre SH2-Domänen zu rekrutieren [40]. SHP2 wird nach 
Rezeptorbindung ebenfalls durch Jak1 phosphoryliert und aktiviert und rekrutiert in einem 
noch nicht vollständig aufgeklärten Mechanismus verschiedene Adapterproteine, die die 
Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade bewirken.  
 
SHP2 ist in der Lage, den Adapter Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) zu binden, 
der seinerseits über seine SH3-Domänen mit dem Guaninnukleotid-Austauschfaktor SOS (son 
of sevenless) interagiert [41, 42]. Der Grb2/SOS-Komplex ist in der Lage, die Verbindung 
zum Ras-abhängigen Signalweg herzustellen. Dabei reguliert SOS die Überführung der 
inaktiven, GDP-bindenden Form von Ras in die aktive, GTP-bindende Form [43, 44]. 
Ausgehend von Ras-GTP erfolgt die Aktivierung der MAPK-Kaskade (MAPK = mitogen 
activated protein kinase), die mit der Phosphorylierung der MAP-Tripelkinase Raf1 beginnt. 
Raf1 ist eine Serin/Threonin-Kinase, die ihrerseits die MAP-Kinase-Kinasen MEK1 und 
MEK2 (MAP/ERK kinase) an zwei Serinresten phosphoryliert und hierdurch aktiviert [45]. 
MEK1 und MEK2 sind in der Lage, nach Aktivierung die MAP-Kinasen Erk1 und Erk2 
(extracellular signal regulated kinase) an Tyrosin- und Threoninresten zu phosphorylieren 
und entsprechend zu aktivieren. Aktivierte Erk-Proteine translozieren in den Zellkern, wo sie 
die Bindung verschiedener Proteinkomplexe an die entsprechenden responsiven DNA-
Elemente vermitteln. In diesen Komplexen können z.B. Transkriptionsfaktoren der ETS-
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Familie vorhanden sein, die mit bestimmten Promotorbereichen, sogenannten Ras response 
elements (RRE), interagieren. Zu diesen regulatorischen DNA-Sequenzen gehört auch das 
serum response element (SRE), das den serum response factor (SRF) bindet. SRF ist in der 
Lage, einen Komplex von ETS-Transkriptionsfaktoren, den sogennanten TCF (ternary 
complex factor) zu rekrutieren. Durch die Assoziation von TCF und SRF wird die 
Transkription SRE-abhängiger Gene aktiviert [46].  
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Abb. 1.4 Die IL-6 abhängige Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade.  
Tyrosin 759 ist der Hauptmediator der IL-6 vermittelten Erk-Aktivierung. SHP2 bindet an dieses Tyrosinmotiv 
und interagiert mit dem Grb2/SOS-Komplex (links). Auch über das Adapterprotein Gab1 kann die Ras/Raf/Erk-
Kaskade aktiviert werden (rechts): Gab1 ist in der Lage, direkt mit dem Grb2/SOS-Komplex zu interagieren (1.),  
rekrutiert aber auch SHP2 (2.). Die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade über die PI3-Kinase (3.) wurde 
ebenfalls beschrieben. Bisher ist nicht vollständig geklärt, durch welche Moleküle die Verbindung zwischen 
Rezeptorkomplex und Gab1 hergestellt wird. Der Grb2/SOS-Komplex bewirkt die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kasakde. Phosphorylierte Erk-Proteine translozieren in den Zellkern und aktivieren Transkriptionsfaktoren (TF), 
die Ras-abhängige Gene induzieren.  
 
Weitere Moleküle, die die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade vermitteln können, sind 
die zur Familie der Gab/DOS-Adapter gehörenden Proteine Gab1 und Gab2 (Grb2 associated 
binder) [47-50]. Gab1 und Gab2 besitzen N-terminal eine PH-Domäne (pleckstrin homology), 
über die sie mit Phospholipiden der Zellmembran interagieren können. Darüber hinaus sind 
Prolin-reiche Sequenzen und verschiedene Tyrosinmotive vorhanden, die die Interaktion mit 
SH3-Domänen (Grb2) bzw. SH2-Domänen (SHP2, Grb2, PI3-Kinase) verschiedener 
Schlüsselproteine ermöglichen, über die wiederum Ras aktiviert werden kann [51-53].  
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1.4 Abschaltung der Interleukin-6 Signaltransduktion 
 
Sowohl der Jak/STAT-Signalweg als auch die Ras/Raf/Erk-Kaskade werden nach IL-6 
Stimulation transient aktiviert. Dies zeigt, dass effiziente Regulationsmechanismen existieren, 
die die Aktivierung und Wirkung der beschriebenen Effektorproteine beeinflussen und 
inhibieren können. Zur Zeit werden für Signaltransduktionsprozesse folgende 
Regulationsmechanismen diskutiert: 
 
- Endozytose: Zytokine werden gemeinsam mit ihrem Rezeptor internalisiert und so die 
Gesamtmenge der aktivierbaren Rezeptoren auf der Zelloberfläche reduziert [54, 55]. 
- Dephosphorylierungsreaktionen: Zytoplasmatische Tyrosin-Phosphatasen können auf 
allen Ebenen der intrazellulären Signaltransduktion den Phosphorylierungsstatus von 
Rezeptor, Janus-Kinasen und STAT-Faktoren regulieren. Auch Signalmoleküle der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade werden durch Phosphatasen reguliert [56]. 
- Intrazelluläre Inhibitoren: Proteine mit inhibitorischer Funktion können mit 
Signalmolekülen interagieren (z.B. PIAS-Proteine). Dabei werden einige von ihnen als 
feedback-Inhibitoren durch die Signalkaskade selber induziert (z.B. SOCS-Proteine) [57]. 
- Degradationsprozesse: Signalmoleküle können z.B. durch Ubiquitin-Modifikation der 
Proteasom-abhängigen Degradationsmaschinerie zugeführt und so der weiteren 
Aktivierung entzogen werden [58-60]. 
 
Für die IL-6 Signaltransduktion konnten die Tyrosin-Phosphatase SHP2, SOCS- und PIAS-
Proteine als wichtige regulatorische Faktoren identifiziert werden [2, 3]. 
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Abb.1.5 Domänen-Strukturen von SHP2, SOCS-Proteinen und PIAS1. 
Die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2 weist N-terminal zwei SH2-Domänen auf, an die eine Tyrosin-
Phosphatase-Domäne anschließt. Die Schlüsselaminosäure der Phosphatasefunktion ist das an Position 459 
gelegene Cystein. Die kinase inhibitory region (KIR) der SOCS-Proteine ist vermutlich am inhibitorischen 
Mechanismus dieser Proteine beteiligt und wird gefolgt von der extended SH2 subdomain (ESS), der SH2-
Domäne und der C-terminalen SOCS-Box. PIAS1 besitzt als charakteristische Merkmale eine RING-finger like 
Domäne und eine konservierte Region mit sauren Aminosäuren.  
 
 
1.4.1 SHP2 
Die Tyrosin-Phosphatasen der Säugetiere können in zwei Hauptgruppen unterteilt werden: in 
die Gruppe der Rezeptor-Phosphatasen, die über eine Transmembrandomäne in der 
Zellmembran verankert sind und in die Gruppe der zytoplasmatischen Phosphatasen [61, 62]. 
Zu letzteren gehört die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2, die ubiquitär exprimiert wird und  
ein Molekulargewicht von 65 kDa besitzt. Ihr N-Terminus umfasst zwei SH2-Domänen, der 
übrige Teil des Moleküls besteht größtenteils aus einer Phosphatase-Domäne [63]. Hof et al. 
beschrieben 1998 die Kristallstruktur von SHP2 [64]. Die Strukturdaten verdeutlichen, wie 
die katalytische Aktivität dieses Moleküls durch seine SH2-Domänen reguliert wird. Dabei 
interagiert die N-terminale SH2-Domäne bei Abwesenheit eines Tyrosin-phosphorylierten 
Bindungspartners mit Bereichen der Phosphatase-Domäne und blockiert deren aktives 
Zentrum. Wird nach Zytokinstimulation ein geeignetes Tyrosinmotiv phosphoryliert, 
ermöglicht dies die Interaktion mit der N-SH2-Domäne und die Aktivierung der Phosphatase-
Funktion. Die C-terminale SH2-Domäne liefert für diesen Vorgang die nötige 
Bindungsenergie und Spezifität, scheint aber keine direkte Rolle bei der Aktivierung des 
Moleküls zu spielen. Zusätzlich besitzt SHP2 C-terminal zwei Tyrosinreste, Y542 und Y580, 
die ebenfalls am Aktivierungsmechanismus beteiligt zu sein scheinen.  
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Abb.1.6  Darstellung des SHP2-Aktivierungsmechanismus. 
Im inaktiven Zustand des Moleküls blockiert die N-terminale SH2-Domäne den Zugang von Substraten zur 
Phosphatasedomäne. Diese Autoinhibition kann durch die Bindung der N-terminalen SH2-Domäne oder beider 
SH2-Domänen an spezifische Phosphotyrosinmotive (z.B. in Rezeptoren) aufgehoben werden. Die C-terminalen 
Tyrosinmotive Y542 und Y580 in SHP2 können durch Janus- oder andere Tyrosinkinasen phosphoryliert 
werden, mit beiden SH2-Domänen interagieren und so ebenfalls die intramolekulare Blockade aufheben. 
 
Nach Phosphorylierung durch eine Kinase interagieren diese beiden Phosphotyrosine mit den 
SH2-Domänen - Y542 mit C-SH2 und Y580 mit N-SH2 - und lösen dadurch die Bindung 
zwischen der N-terminalen SH2-Domäne und der Phosphatase-Domäne [65].  
 
Ein gestörter Aktivierungsmechnanismus des SHP2-Moleküls scheint bei Patienten mit 
Noonan Syndrom pathogenetisch von Bedeutung zu sein. Dabei handelt es sich um eine 
autosomal dominant  vererbte Erkrankung, zu deren Erscheinungsbild u.a. Auffälligkeiten des 
Gesichts, Minderwuchs und Herzfehler gehören. Tartaglia et al. [66] konnten zeigen, dass 
missense Mutationen in der N-terminalen SH2-Domäne oder der Phosphatase-Domäne von 
SHP2 in 50% der betroffenen Patienten zu finden sind. Die alternativen Aminosäuren, die 
durch diese Mutationen eingebaut werden, beeinflussen wahrscheinlich den Übergang vom 
inaktiven in den aktiven Zustand des Moleküls.  
SHP2 ist ein essentieller Faktor im Gastrulationsprozess muriner Embryonen, 
dementsprechend ist der Gen-knock out embryonal letal [67]. Eine wichtige Rolle spielt SHP2 
auch bei der Entwicklung der Extremitäten. Dabei wird funktionelles SHP2 in 
Mesenchymzellen der in der Extremitätenknospe gelegenen Wachstumszone benötigt. Die 
Abwesenheit von funktionellem SHP2 beeinträchtigt hier nicht die proliferativen 
Eigenschaften der Mesenchymzellen, sondern Charakteristika der Zellform, Migration und 
Zelladhäsion [68]. 
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Als direkte Substrate von SHP2 sind SHPS1 (SHP substrate 1) und Gab1 bekannt [69, 70]. 
Was die Dephosphorylierung dieser Proteine durch SHP2 funktionell bedeutet, ist bisher 
jedoch nicht aufgeklärt. Kürzlich konnte auch die Dephosphorylierung von STAT1 (in der 
IFNγ-Signaltransduktion) und von STAT5A (in der OSM-Signaltransduktion) durch SHP2 
nachgewiesen werden [71, 72]. Ein Protein, das in der IL-6 Signaltransduktion durch SHP2 
dephosphoryliert wird, konnte bisher nicht identifiziert werden. 
 
  
 
1.4.2 SOCS-Proteine 
Mehrere Arbeitsgruppen entdeckten unabhängig voneinander eine Gruppe von inhibitorischen 
Proteinen, deren Expression durch Stimulation mit verschiedenen Zytokinen induziert werden 
kann. Diese Inhibitoren wurden daher als SOCS (suppressors of cytokine signaling), JAB 
(Jak-binding protein), SSI (STAT-induced STAT inhibitors) oder CIS (cytokine-inducible 
SH2-containing proteins) bezeichnet [73-75]. Bisher konnten acht Mitglieder dieser 
Proteinfamilie (CIS und SOCS1-SOCS7) kloniert werden [76, 77]. SOCS-Proteine zeigen als 
gemeinsame Strukturmerkmale eine KIR-Domäne (kinase inhibitory region), eine extended 
SH2-Subdomäne (ESS), eine zentrale SH2-Domäne sowie ein konserviertes C-terminales 
Motiv, die SOCS-Box.   
Die Funktion von SOCS-Proteinen wurde zum Teil in knock out-Mäusen untersucht.   
SOCS1-/--Mäuse sterben in den ersten drei Wochen nach der Geburt. Sie weisen eine IFNγ-
vermittelte Hyperresponsivität gegenüber viralen Infektionen,  Minderwuchs, eine Fettleber 
und Monozyteninfiltrate in verschiedenen Organen auf. Darüber hinaus ist ein 
fortschreitender Verlust reifender B-Lymphozyten zu beobachten. SOCS1 scheint daher ein 
wichtiger Regulationsfaktor verschiedener Zelltypen und essentiell für das postnatale 
Wachstum und Überleben zu sein [78, 79]. Der SOCS3 Gen knock out ist in der Maus 
embryonal letal, da Entwicklungsanomalien der Plazenta auftreten [80]. 
SOCS-Gene werden durch Zytokine induziert, die entsprechenden SOCS-Proteine sind ca. 30 
min nach Stimulation detektierbar und inhibieren Zytokin-induzierte Signalwege, sodass  
SOCS-Proteine als Bestandteile eines klassischen feedback-loops von Zytokinsignalkaskaden 
betrachtet werden [57].  
SOCS-Proteine inhibieren die Zytokin-vermittelte Signaltransduktion durch unterschiedliche 
Mechanismen: In einer Reihe von Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass SOCS1 die 
Signaltransduktion durch die Interaktion mit den Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 hemmt. 
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Dabei wird vermutet, dass die KIR von SOCS1 als nicht-phosphoryliertes Pseudosubstrat in 
die Nähe des aktiven Zentrums der Kinasedomäne gelangt und so die Bindung nativer 
Substrate blockiert. Die Assoziation mit der Janus-Kinase wird wahrscheinlich durch die 
ESS- und SH2-Domäne von SOCS1 vermittelt. Für das phosphorylierte Tyrosin 1007 im 
Aktivierungs-loop der Jak2-Kinasedomäne konnte bereits eine entsprechende Interaktion 
gezeigt werden [81-83]. Auch SOCS3 ist in der Lage, über seine SH2-Domäne an das 
phosphorylierte Tyrosin 1007 von Jak2 zu binden [84, 85]. Eine ca. 2000-fach höhere 
Affinität als zum Phosphotyrosin 1007 von Jak1 zeigt SOCS3 jedoch z.B. zu Tyrosin 759 in 
gp130 [86]. Wie SOCS3 durch die Bindung an dieses Tyrosinmotiv die IL-6 
Signaltransduktion inhibiert, ist bisher nicht bekannt. 
In anderen Fällen können SOCS-Proteine die Signaltransduktion dadurch hemmen, dass sie 
mit STAT-Faktoren um die Bindung an die gleichen Tyrosinmotive von Zytokinrezeptoren 
konkurrieren. Dies ist unter anderem beschrieben für die Epo-induzierte Signaltransduktion, 
bei der SOCS3 sowohl an Jak2, aber auch an das im Epo-Rezeptor gelegene Tyrosin 401 -
einer Rekrutierungsstelle für STAT5B - binden kann [85]. Auch CIS interagiert mit dem 
phosphorylierten Epo-Rezeptor und ist dadurch in der Lage, die STAT-Rekrutierung an den 
Rezeptor zu blockieren [87].  
Derzeit wird für SOCS-Proteine auch die Beteiligung in einem E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex 
zusammen mit Elongin B/C und anderen Proteinen diskutiert. SOCS-Proteine können dabei 
über ihre SOCS-Box mit Elongin C interagieren [88, 89]. Bestätigt wurde die mögliche 
Beteiligung von SOCS an einer Ubiquitin-Ligase-Funktion durch Befunde, dass SOCS1 Jak2, 
das Fusionsprotein Tel-Jak2 und Vav der Proteasom-abhängigen Degradation zuführt [58-60]. 
  
1.4.3 PIAS-Proteine 
In Vertebraten sind bisher vier verschiedene PIAS-Proteine (protein inhibitors of activated 
STATs) beschrieben worden: PIAS1, PIAS3, PIASx mit den beiden Isoformen PIASxα und 
PIASxβ, und PIASy [90]. Eine inhibitorische Funktion im Jak/STAT-Signalweg konnte 
bisher für PIAS1, PIAS3 und PIASx gezeigt werden. Diese PIAS-Proteine assoziieren über 
ihren N-terminalen Bereich mit Tyrosin-phosphorylierten STAT-Dimeren. Die PIAS-STAT-
Interaktion ist spezifisch, PIAS1 assoziiert nur mit STAT1, aber nicht mit STAT3 [91, 92], 
während PIAS3 nur an STAT3 bindet [93]. PIASx interagiert nach IL-12 Stimulation mit 
einem STAT4- DNA-Bindungskomplex und inhibiert als Co-Repressor die STAT4-abhängige 
Genexpression [94]. Dabei beeinträchtigt PIASx nicht die Bindung von STAT4 an die DNA. 
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Für einige PIAS-Proteine (PIAS1, PIASxα, PIASy) wird derzeit eine Funktion als SUMO-
E3-Ligase diskutiert. Strukturelle Basis für diese Befunde ist die Präsenz einer RING finger-
like Domäne. Die SUMO-Modifikation von Proteinen erfolgt ähnlich wie bei der 
Ubiquitinylierung durch drei verschiedene Enzymkomplexe. Hierbei erfolgt die Assoziation 
von SUMO, indem eine Isopeptidbindung über Lysinreste im Zielprotein ausgebildet wird 
[95]. Die Bedeutung der Sumoylierung ist zur Zeit Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. So 
konnte bereits gezeigt werden, dass z.B. der Androgenrezeptor (AR) durch PIAS1 und 
PIASxα sumoyliert und somit die AR-abhängige Transkription inhibiert werden kann. 
Weiterhin werden Auswirkungen der Sumoylierung auf die subzelluläre Lokalisation sowie 
Stabilisierung der Zielproteine (z.B. durch Kompetition mit Ubiquitin) diskutiert [96]. 
 
1.5 Ziele der Arbeit 
 
Nach IL-6 Stimulation werden zytoplasmatische Tyrosinmotive des gp130 phosphoryliert und 
wirken als signaltransduzierende Module. Die Frage, welchen Einfluss das einzelne 
Tyrosinmotiv auf die Signalweiterleitung nimmt, konnte in Experimenten mit add-back 
Rezeptormutanten geklärt werden [34]. Solche Mutanten besitzen nur noch ein Tyrosinmotiv, 
während die übrigen Tyrosine zu nicht-signalisierenden Phenylalaninresten mutiert sind. Mit 
Hilfe dieser Mutanten konnte gezeigt werden, dass die vier Membran-distalen Tyrosinmotive 
(Y767, Y814, Y905, Y915) STAT-Faktoren rekrutieren, während Tyrosin 759 die Induktion 
von Akutphase-Proteinen negativ reguliert. Tyrosin 759 war zunächst nur als 
Rekrutierungsstelle für die Tyrosin-Phosphatase SHP2 bekannt, daher wurde diesem Molekül 
das inhibitorische Potential der Tyrosin 759-abhängigen Signalabschaltung zugeordnet [20, 
97, 98]. Die Entdeckung der SOCS-Proteine und der Befund, dass neben SHP2 auch SOCS3 
an dieses Tyrosinmotiv rekrutiert wird und in der Lage ist, die STAT vermittelte 
Geninduktion zu inhibieren [86, 99], machte jedoch eine Neubewertung der Tyrosin 759-
abhängigen Inhibition erforderlich. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, die Beiträge von 
SHP2 und SOCS3 an der Hemmung der IL-6 Signaltransduktion aufzuklären. Dazu wurden 
mit molekularbiologischen Methoden Rezeptormutanten hergestellt, die es erlaubten, beide 
Moleküle unabhängig voneinander an entsprechend veränderte Rezeptorkomplexe zu 
rekrutieren. Davon ausgehend sollte auch untersucht werden, ob die inhibitorische Funktion 
beider Proteine voneinander abhängig ist oder ob zwei eigenständige Inhibitionsmechanismen 
existieren. 
Einleitung     14
 
 
Neben dem negativ regulatorischen Effekt auf den Jak/STAT-Weg vermittelt Tyrosin 759 
auch die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade. Dabei spielt SHP2 als aktivierender Faktor 
eine wichtige Rolle, indem es die Verbindung zu den Adapterproteinen Grb2 und Gab1 
herstellt, über die die Signalweiterleitung zur Aktivierung von Ras erfolgt [41, 49, 100, 101]. 
Welche Verbindung zwischen SHP2 und diesen Adapterproteinen besteht, ist gegenwärtig 
nicht vollständig verstanden. Darüber hinaus sollte mit Hilfe einer SHP2-defizienten Zellinie 
untersucht werden, ob alternativ zur SHP2-vermittelten Erk-Aktivierung Signalwege 
existieren, die zur Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade führen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Chemikalien 
Alle Chemikalien wurden in p.a. Qualität verwendet. Restriktionsenzyme wurden von der 
Firma Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. 
 
2.2 Zellkulturreagenzien 
2.2.1 Zytokine und Rezeptoren 
IL-6: Rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et 
al. [102] hergestellt und freundlicherweise von A. Küster zur 
Verfügung gestellt; die spezifische Aktivität betrug 2 x 106 BSF-2 (B-
cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
 
Epo: Rekombinantes humanes Erythropoietin (2,2 x 105 U/mg Protein) 
wurde von Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. 
 
sIL-6R: Rekombinanter humaner löslicher IL-6 Rezeptor, wurde nach der 
Methode von Weiergräber et al. [103] hergestellt und freundlicherweise 
von A. Küster zur Verfügung gestellt.  
 
IL-5 Rekombinantes humanes IL-5 wurde von der Firma Peprotech (London, 
UK) bezogen. 
 
2.2.2 Inhibitoren 
LY29004:  Dieser Inhibitor der Firma Calbiochem (Cambridge, USA) hemmt die 
katalytische Aktivität der PI3K. 
 
2.2.3 Zellkulturmedien 
DMEM; Flüssigmedium mit 4,5g Glukose und Glutamax Gibco, Eggenstein 
DMEM/NUT-MIX-F12 Flüssigmedium Gibco, Eggenstein 
OPTIMEM Gibco, Eggenstein 
Penicillin/Streptomycin Gibco, Eggenstein 
Trypsin/EDTA-Lösung (0,05 % Trypsin / 0,02 % EDTA) Biochrom, Berlin 
FCS: mykoplasmenfreies fötales Kälberserum (fetal calf serum) Cytogen, Berlin 
 
2.3 Antikörper 
Kaninchen anti-Maus-IgG Dako, Glostrup, Dänemark 
 
Kaninchen anti-Maus-IgG, Dako, Glostrup, Dänemark 
konjugiert mit Meerrettichperoxidase 
 
Ziege anti-Maus-IgG, Dako, Glostrup, Dänemark 
konjugiert mit Meerrettichperoxidase 
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monoklonaler Maus  Sigma Aldrich,  
Flag M2-Antikörper, Biotin konjugiert Taufkirchen 
 
Streptavidin, HRP konjugiert PIERCE, Rockford, USA 
 
monoklonaler Maus  Upstate Biotechnology, 
Phosphotyrosin 4G10-Antikörper New York, USA 
 
monoklonaler Maus Phospho-p44/42 New England Biolabs, 
MAPK(Thr202/Tyr204)-Antikörper Beverly, USA 
 
monoklonaler Maus New England Biolabs, 
myc-tag 9B11-Antikörper Beverly, USA 
 
monoklonaler Maus  Transduction Laboratories, 
STAT3-Antikörper Lexington, USA 
 
Kaninchen PI3K(p85)-Antiserum Upstate Biotechnology, 
 New York, USA 
 
polyklonaler Kaninchen  New England Biolabs 
Phospho-Akt(S473)-Antikörper Beverly, USA 
 
polyklonaler Ziege Santa Cruz Biotechnology, 
Akt-Antikörper Santa Cruz, USA  
 
polyklonaler Kaninchen  New England Biolabs, 
p44/42 MAP Kinase-Antikörper Beverly, USA 
 
polyklonaler Kaninchen New England Biolabs, 
Phospho-Gab1(Y627)-Antikörper Beverly, USA 
 
polyklonaler Kaninchen  Upstate Biotechnology, 
Gab1-Antikörper New York, USA 
 
polyklonaler Kaninchen  New England Biolabs, 
Phospho-STAT3(Y705)-Antikörper Beverly, USA 
 
polyklonaler Kaninchen- Santa Cruz Biotechnology, 
SHP2-Antikörper Santa Cruz, USA 
 
polyklonaler Ziege-anti-Maus  Dianova, Hamburg  
Antikörper, Phycoerythrin-konjugiert    
 
2.4  Peptide 
Biotinylierte Peptide wurden freundlicherweise von J. Schneider-Mergener (JERINI, Berlin) 
zur Verfügung gestellt [104]. 
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2.5 Plasmide 
pRC/CMV eukaryotischer Expressionsvektor, enthält den Promotor 
des Cytomegalie-Virus, AmpR, NeoR (Pharmacia, 
Freiburg) 
 
pCBC1 eukaryotischer Expressionsvektor, enthält den Promotor 
des Cytomegalie-Virus, AmpR (Pharmacia, Freiburg) 
 
pBAT eukaryotischer Expressionsvektor, AmpR , wurde von W. 
Birchmeier (Berlin) zur Verfügung gestellt [105]. 
 
pRC/CMV-EG(YYYYYY) Expressionsvektor für einen chimären Rezeptor, der aus 
dem extrazellulären Teil des murinen Erythropoetin-
Rezeptors und der Transmembran- und zytoplasma-
tischen Domäne des humanen gp130 besteht (EG).  
 
pRC/CMV-EG(FFFFFF)  Diese Plasmide kodieren den beschriebenen EG-  
pRC/CMV-EG(FYFFFF) Rezeptor, die Tyrosine der zytoplasmatischen Domäne  
pRC/CMV-EG(YFYYYY) von gp130 wurden wie angegeben durch Phenylalanine 
ersetzt. 
  
pRC/CMV-EG∆B kodiert den EG-Rezeptor. Der gp130-Anteil wurde hinter 
S710 deletiert [106]. 
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YYYYYY) Expressionsvektor für einen chimären Rezeptor, der aus 
dem extrazellulären Teil der humanen IL-5Rα-Kette und 
der Transmembran- und zytoplasmatischen Domäne des 
humanen gp130 besteht.  
 
pRC/CMV-IL-5Rβ(YYYYYY) kodiert einen chimären Rezeptor, der aus dem 
extrazellulären Teil der humanen IL-5Rβ-Kette und der 
Transmembran- und zytoplasmatischen Domäne des 
humanen gp130 besteht.  
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YFYYYY) Diese  Expressionsvektoren kodieren die beschriebene  
pRC/CMV-IL-5Rα(YFFFFF) Chimäre IL-5Rα(YYYYYY), die Tyrosine der 
pRC/CMV-IL-5Rα(YYFFFF) zytoplasmatischen Domäne von gp130 wurden wie 
angegeben durch Phenylalanine ersetzt. 
 
   
 
pRC/CMV-IL-5Rβ(YFYYYY) kodiert dasselbe Protein wie pRC/CMV-                      
IL-5Rβ(YYYYYY) außer, dass Y759 gegen Phenylala-
nin ausgetauscht ist. 
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YF) kodiert dasselbe Protein wie pRC/CMV-                       
IL-5Rα(YFYYYY) außer, dass der gp130-Anteil hinter 
F759 deletiert wurde. 
 
 
Material und Methoden   18
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YF)-PTP1 kodiert ein Fusionsprotein bestehend aus IL-5Rα(YF) 
und der C-terminalen Domäne der humanen Tyrosin-
Phosphatase SHP1, bei der die Sequenz der SH2-
Domänen deletiert wurde. Ein SHP1-kodierender 
Expressionsvektor wurde von B.G. Neel zur Verfügung 
gestellt (Boston, USA)[107].  
 
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YF)-PTP1C>S kodiert das Fusionsprotein IL-5Rα(YF)-PTP1, bei dem 
C455 von SHP1 gegen Serin ausgetauscht wurde. 
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YF)-PTP kodiert ein Fusionsprotein bestehend aus IL-5Rα(YF) 
und der C-terminalen Domäne der humanen Tyrosin-
Phosphatase SHP2, bei der die Sequenz der SH2-
Domänen deletiert wurde.  
 
 
pRC/CMV-IL-5Rα(YF)-PTPC>S kodiert das Fusionsprotein IL-5Rα(YF-PTP1), bei dem 
C459 von SHP2 gegen Serin ausgetauscht wurde. 
 
pCBC1-SHP2 Expressionsvektor für die humane Tyrosin-Phosphatase 
SHP2. 
 
pCBC1-SHP2C>S kodiert durch Mutation des C459 zu Serin  katalytisch 
inaktives SHP2.  
 
pCBC1-PTP kodiert dasselbe Protein wie pCBC1-SHP2, außer dass  
der Bereich, der die SH2-Domänen umfasst, deletiert 
wurde. 
 
pCBC1-Ψ-PTP kodiert dasselbe Protein wie pCBC1-PTP, besitzt jedoch 
N-terminal das Mristylierungs-/Palmitylierungssignal 
(Hck-tag) des murinen Protooncogens Hck [108]. 
 
pCBC1-Ψ-PTPC>S  kodiert dasselbe Protein wie pCBC1-Ψ-PTP, außer dass 
  C459 gegen Serin ausgetauscht wurde. 
 
pCBC1-SHP2-∆Grb2  kodiert dasselbe Protein wie pCBC1-SHP2, außer dass  
 Tyr542 und Tyr580 gegen Phenylalanine ausgetauscht 
wurden. 
 
pCBC1-SHP2-∆Ex3 kodiert ein SHP2-Protein, in dem die Sequenz für die 
Aminosäuren 61-110 deletiert wurde. 
 
pGl3α2M-215Luc enthält den Promotorbereich –215 bis +8 vom α2-
Macroglobulin Gen, das mit der kodierenden Sequenz 
der Luciferase fusioniert ist. 
 
pCMV-SOCS3   enthält die kodierende Sequenz des murinen SOCS3  
und wurde - wie die nachfolgenden Mutanten - von A. 
Yoshimura (Fukuoka, Japan) zur Verfügung gestellt [85]. 
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pCMV-SOCS3-∆N20 kodiert ein SOCS3-Protein, dem die 20 N-terminalen 
Aminosäuren fehlen.  
 
pCMV-SOCS3-∆N36 kodiert ein SOCS3-Protein, dem die 36 N-terminalen 
Aminosäuren fehlen.  
 
pCMV-SOCS3-∆C40 kodiert ein SOCS3-Protein, dem die 40 C-terminalen 
Aminosäuren fehlen.  
 
pCMV-SOCS3-∆C84 kodiert ein SOCS3-Protein, dem die 84 C-terminalen 
Aminosäuren fehlen.  
 
pCMV-SOCS3-L22D  Diese Vektoren kodieren dasselbe Protein wie  
pCMV-SOCS3-F25A   pCMV/SOCS3 und tragen Punktmutationen, die zum 
pCMV-SOCS3-L41R   jeweils angegeben Aminosäureaustausch führen. 
pCMV-SOCS3-G45A 
pCMV-SOCS3-R71K 
pCMV-SOCS3-R71E 
 
pFR-Luc enthält als synthetischen Promotor in fünffacher Abfolge 
die Bindungsstelle für das Gal4-Protein der Hefe und 
exprimiert das Luciferase-Protein von Photinus pyralis 
(Stratagene, La Jolla, USA). 
 
pFC2-dbd enthält den Promotor des Cytomegalie-Virus, KanR und 
kodiert ein Fusionsprotein bestehend aus der 
Aktivierungsdomäne des humanen Elk1 und der DNA-
Bindungsdomäne des Gal4-Proteins der Hefe 
(Stratagene, La Jolla, USA). 
 
pBAT-Gab1 kodiert das humane Gab1-Protein und wurde wie auch 
die nachfolgend beschriebenen Mutanten von W. 
Birchmeier (MDZ, Berlin) freundlicherweise zur 
Nutzung überlassen.  
 
pBAT-Gab1-∆PI3K kodiert dasselbe Protein wie pBAT-Gab1, außer dass 
Y448, Y473 und Y580 gegen Phenylalanine 
ausgetauscht wurden. 
 
pBAT-Gab1-∆SHP2 kodiert dasselbe Protein wie pBAT-Gab1, außer dass 
Y627 gegen Phenylalanin ausgetauscht wurde. 
 
pBAT-Gab1-∆Grb2 kodiert dasselbe Protein wie pBAT-Gab1, weist jedoch 
eine Deletion der Aminosäuren 341-348 und einen 
Austausch von L524 gegen Prolin auf. 
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2.6 Zellkultur 
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatomzellen (ATCC, CRL 1651) 
 
COS7 adhärent wachsende Affennieren-Zelllinie (ATCC, CRL1651) 
 
HEK293T adhärent wachsende humane embryonale Nierenzellen, adenoviral 
transformiert, tragen das große T-Antigen (DSMZ, 
Braunschweig) 
Murine embryonale 
Fibroblasten adhärent wachsende immortalisierte embryonale Fibroblasten, zur  
SHP2(Ex3 +/+)/ Wildtyp Nutzung überlassen von B.G. Neel, Boston (USA) 
 
Murine embryonale 
Fibroblasten adhärent wachsende immortalisierte embryonale Fibroblasten,  
SHP2(Ex3-/-) denen das Exon 3 im SHP2-Gen fehlt, zur Verfügung gestellt von 
B. G. Neel, Boston (USA) 
 
2.6.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 kultiviert. 
Die Kulturmedien enthielten, falls nicht anders angegeben, 10 % fötales Kälberserum, 
60 mg/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin. Zur Kultivierung der SHP2(Ex3-/-) Zellen 
wurde dem Medium 20 % fötales Kälberserum zugesetzt. Die Weiterkultivierung der Zellen 
erfolgte durch Ablösen des Zellrasens mit Trypsin/EDTA von einer konfluent bewachsenen 
Petrischale.  
Zur Langzeitaufbewahrung wurden die von der Platte gelösten Zellen mit 10 % DMSO- 
haltigem Medium versetzt und in Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff gelagert. 
 
    PBS: 
 0,2 M  NaCl 
 2,5 mM KCl 
    8 mM       Na2HPO4
 1,5 mM KH2PO4 
          pH 7,4 
 
2.6.2 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung 
Schüttelkulturen der E. coli-Stämme JM83 und JM110 wurden in LB-Medium unter Zugabe 
der entsprechenden Antibiotika (Ampicillin bzw. Kanamycin: 100 µg/ml) bei 37°C inkubiert. 
Die Aufbewahrung transformierter Bakterien erfolgte in LB-Medium mit 20% Glycerin bei 
-80°C. 
 
LB-Medium: 
10 g/l   NaCl 
10 g/l   Bactotrypton (Difco)
  5 g/l   Yeast Extract (Difco)
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LB-Agar:  
LB-Medium mit 
20 g/l   Agar  
 
Die Selektion transformierter Bakterien erfolgte durch die Zugabe von 100 µg/ml Ampicillin  
oder Kanamycin in LB-Medium bzw. -Agar. 
2.6.3 Herstellung kompetenter Bakterien 
Kompetente Bakterien der E. coli-Stämme JM83 und JM110 wurden zur Transformation von 
Plasmid-DNA verwendet. Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 500 ml LB-Medium 
mit Bakterien aus einer Vorkultur angeimpft und bei  37°C  schüttelnd inkubiert. Nach 
Erreichen einer OD600 von 0,3 wurde die Kultur in einem Eisbad schnell abgekühlt. Die 
Bakterien wurden bei 4 °C abzentrifugiert (6000 Upm, 10 min) und das Pellet in 125 ml einer 
eiskalten 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Pellet 
in 25 ml 50 mM CaCl2/10 % Glyzerin-Lösung aufgenommen, aliquotiert, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  
 
2.7. Präparation, Modifikation und Analyse von Plasmid-DNA 
2.7.1 Restriktion von Plasmid-DNA  
Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte nach Standardprotokoll [109]. Die 
Restriktionsbedingungen wurden entsprechend den Empfehlungen der Hersteller gewählt. In 
der Regel betrug die Inkubationszeit 1-3 h. Die vollständige Restriktion der DNA wurde mit 
Hilfe analytischer Agarosegele überprüft. 
 
2.7.2 Agarose-Gelelektrophorese  
Nach Verdau durch Restriktionsenzyme wurden die erhaltenen DNA-Fragmente durch 
Gelelektrophorese kontrolliert. Dazu wurde die DNA-Lösung mit 0,1 Volumen eines 6-fach 
DNA-Probenpuffers vermischt und auf ein 1%-iges Agarosegel (in 1 x TAE und 0,1 ng/ml 
Ethidiumbromid) aufgetragen. Dabei  werden DNA-Fragmente von 300-8000 bp im 
elektrischen Feld der Größe nach aufgetrennt. Der Einsatz von Ethidiumbromid ermöglichte 
es, die DNA-Banden im UV-Licht zu detektieren. 
 
6 x DNA Probenpuffer: 
15%      Glycerin 
0,25%   Bromphenolblau 
0,25%   Xylencyanolblau 
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50 x TAE: 
2M        Tris-Base  
1M        Eisessig 
50mM   EDTA pH 8,0  
 
Laufpuffer: 
1 x TAE 
 
 
2.7.3 Isolierung von DNA-Fragmenten 
Die durch Restriktionsverdau entstandenen DNA-Fragmente wurden auf Agarosegelen 
aufgetrennt, das gewünschte Fragment ausgeschnitten und mit Hilfe des Qiaquick Gel 
Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden) isoliert. Die Konzentration des DNA-Fragments 
wurde nach erneuter Agarose-Gelelektrophorese  im Vergleich zur Fragmentintensität von 
Standard-DNA-Leitern abgeschätzt.   
 
2.7.4 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
Um die Religation eines linearisierten Plasmids zu verhindern, wurde die endständige 5’-
Phosphatgruppe des linearisierten Vektors entfernt. Dazu wurden 100-200 ng DNA mit 1 U  
Shrimp alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim) 1h bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das Enzym durch 20-minütige Inkubation bei 65°C hitzeinaktiviert. 
2.7.5 DNA-Ligation 
Die Ligation doppelsträngiger DNA-Moleküle erfolgte mit dem Enzym T4-DNA-Ligase. In 
der Regel wurden mindestens 20 ng des geschnittenen Vektors und das gereinigte 
Insertionsfragment in einem molaren Verhältnis von 1:1 für den Ligationsansatz eingesetzt. 
Die Inkubation erfolgte für 16 h und 4°C.   
 
    Ligation: 
    20-50 ng       Plasmid-DNA 
    x ng              Insertionsfragment  
    1 µl (5U)      T4 DNA-Ligase  
    1 µl      10x T4 DNA Ligationspuffer 
    ad 10 µl        H2O                       
 
2.7.6 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli 
10 µl des Ligationsansatzes wurden mit 100 µl einer Suspension kompetenter Bakterien für 
20 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA in E. coli erfolgte durch einen 2-minütigen 
Hitzschock bei 42 °C. Nach kurzer Abkühlung auf Eis und Zugabe von 900 µl LB-Medium 
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erfolgte eine Inkubation der Bakterien für 60 min bei 37 °C. Anschließend wurden die 
transformierten Bakterien auf Agarplatten, die das entsprechende Antibiotikum zur Selektion 
enthielten, ausplattiert. Nach Inkubation der Agarplatten bei 37 °C für 12-16 h konnten 
gewachsene Kolonien ausgewählt und analysiert werden. 
 
2.7.7 Plasmid-Präparationen 
Plasmid-Präparationen im großen und kleinen Maßstab erfolgten nach den Angaben der Firma 
QIAGEN (Hilden). 
 
2.7.8 Ethanolfällung von DNA 
Die Präzipitation von DNA erfolgte durch die Zugabe von 2,5 Vol.  100% Ethanol und 0,1 
Vol. 3,5M Natriumazetat (pH 4,6) und anschließender Zentrifugation bei 4°C und 13.000 
Upm für 30 min. Das Präzipitat wurde mit 70% Ethanol gewaschen. 
 
2.7.9 Photometrische Quantifizierung von DNA 
Die quantitative Bestimmung der DNA erfolgte photometrisch in einem UV/Vis-
Spektrometer (Pharmacia, Freiburg) über die OD260. Eine Extinktion E260 = 1,0 entspricht 
50 µg doppelsträngiger (ds) DNA bzw. 20 µg einzelsträngiger (ss) DNA. Die Reinheit der 
Nukleinsäurepräparationen wurde mit Hilfe der OD280 ermittelt. Der Quotient E260 : E280 sollte 
bei 1,8-2,0 liegen. 
 
2.7.10 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzier-Reaktion wurde nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach Sanger et 
al. [110] durchgeführt. Die Detektion der generierten Fragmente beruht auf der Laser 
vermittelten Anregung fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide im Sequenzierautomaten 
ABI Prism Modell 310 (Applied Biosystems, Darmstadt). Zur Präparation der DNA-Proben 
wurden das „PRISMTM Ready Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit“ 
(Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. 
Der Reaktionsansatz wurde wie folgt angesetzt: 
 
6 µl  Terminator Premix 
1 µg    DNA-Matrize 
20 pmol Oligonukleotid-Primer 
ad 20 µl H2O 
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Die DNA-Fragmente wurden in 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler unter Einbau 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide generiert. Ein Reaktionszyklus bestand aus: 
 
20 sec 96 °C  Denaturierung 
40 sec 50 °C  Primer-Bindung 
4 min  60 °C  DNA-Extension 
4 min 60 °C  letzte Extension 
 
 
Anschließend erfolgte die Fällung der DNA wie unter 2.9.8 beschrieben. Die Proben wurden 
in TSR-Probenpuffer der Firma Applied Biosystems aufgenommen, für 2 min bei 90°C 
denaturiert und durch Kapillarelektrophorese in einem „Performance Optimized Polymer“ 
(POP6) aufgetrennt. Die Analyse des Sequenzierlaufs erfolgte durch die im „User Bulletin 
ABI Prism 310 Genetic Analyzer“ (PE Applied Biosystems, 1997) beschriebene Software. 
 
2.7.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Diese von Saiki et al. [111] beschriebene Methode ermöglicht die in vitro-Amplifikation eines 
bekannten DNA-Abschnitts mit Hilfe zweier flankierender Primermoleküle. Die hergestellten 
PCR-Produkte wurden für Klonierungen verwendet, daher erfolgte die Amplifikation mit dem 
ExpandTM High Fidelity System der Firma Roche Diagnostics (Mannheim). Hierbei wird ein 
Enzymgemisch aus der effizient arbeitenden Taq-Polymerase (aus Thermus aquaticus) und 
der Pwo-Polymerase (aus Pyrococcus woesei) verwendet. Durch die 3’-5’-
Exonukleaseaktivität der Pwo-Polymerase kann der Einbau falscher Basen während der 
DNA-Amplifikation korrigiert werden. 
Die Reaktionsansätze wurden nach Herstellerangaben wie folgt angesetzt: 
 
Mastermix 1: 
       1-10 ng  DNA-Matrize 
         20 pmol  Primer 1 
                                           20 pmol  Primer 2 
       5 µl   dNTPs (je 250 µM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
       5 µl   DMSO 
       ad 25 µl  H2O 
 
 
 
Mastermix 2:  
                 5 µl       10x  Reaktionspuffer 
                 0,5 U      Enzymgemisch  
                                           ad 25µl  H2O 
 
 
Mastermix 1 wurde zunächst allein auf 94°C  erhitzt. Dieser Schritt, ein sogenannter „Hot 
Start“ [112] ist notwendig, damit die Primer durch die Exonuklease-Aktivität der Pwo-
Material und Methoden   25
 
Polymerase nicht abgebaut werden. Danach wird Mastermix 2 hinzugegeben. Für die PCR 
wurde folgendes Programm für 25 Zyklen erstellt: 
 
  60 sec 94°C Hot Start 
  30 sec        94°C      Denaturierung 
  30 sec 50°C Primer-Bindung 
120 sec 72°C Extension 
300 sec 72°C letzte Extension 
 
2.7.12 Herstellung von Oligonukleotiden 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. 
 
 
2.8 Transiente Transfektionen  
 
HepG2- COS7- und HEK293T-Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz FuGENE 6 von 
Roche Diagnostics (Mannheim) transfiziert. Die Anwendung erfolgte nach den Angaben des 
Herstellers. 
SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zellen wurden dem Protokoll der Firma Life Technologies 
(Karlsruhe) entsprechend mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 transfiziert. 
Beide Transfektionsmethoden beruhen auf der Verwendung kationischer Liposomen, die mit 
den Phosphatgruppen der DNA interagieren. Durch den Kontakt des Lipid/DNA-Komplexes 
mit der Zellmembran erfolgt die Einschleusung der DNA in die zu transfizierenden Zellen 
[113].  
 
2.9 Herstellung von Zelllysaten 
 
Zu lysierende Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit einem Gummischaber von 
der Platte gelöst. Die Zellen wurden abzentrifugiert (2 min, 10000 Upm) und in 300 µl RIPA-
Lysispuffer aufgenommen. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde das Lysat 
zentrifugiert (5 min, 10000 Upm). Der Zelldebris wurde verworfen und der proteinhaltige 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
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RIPA-Lysispuffer: 
     50 mM   Tris-HCl pH 7,4 
     150 mM   NaCl 
     0,5%        Nonidet-p40 
 15%   Glycerin 
 10 µg/ml   Aprotinin 
 10 µg/ml   Leupeptin 
 10 µg/ml   Pepstatin 
     750 µM    PMSF  
     1 mM       Natriumfluorid 
     1 mM       Natriumvanadat     
 
 
2.10 Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Zum quantitativen Nachweis gelöster Proteine wurde ein Test der Firma BioRad (München) 
verwendet. Das Prinzip der Bestimmung basiert auf der von Bradford [114] beschriebenen 
Methode. Eine Eichgerade wurde mit 0-12 µg/ml BSA in einer Mischung aus 800 µl Wasser 
und 200 µl der BioRad-Gebrauchslösung bei einer Wellenlänge von 595 nm erstellt. Zur 
Proteinbestimmung wurden 3 µl der Probenlösung eingesetzt. 
2.11 Immunpräzipitation 
Die Immunpräzipitation erfolgte nach den Standardprotokollen von Harlow und Lane [115].  
Die Zugabe des Antikörpers zum Zelllysat erfolgte im Verhältnis 1µg/mg Protein mit 
anschließender Inkubation im Über-Kopf-Schüttler für 16 h bei 4 °C. Zur Fällung der 
Antigen-Antikörper-Komplexe wurde in RIPA-Lysispuffer gequollene (2,5 mg/100 µl) und 
mit einem entsprechenden IgG-Antiserum (Dako, Dänemark) abgesättigte Protein A-
Sepharose (Pharmacia, Freiburg) zugegeben (100 µl/Ansatz). Nach Inkubation bei 4 °C für 
1 h wurde die Sepharose bei 13000 Upm für 1 min sedimentiert, viermal mit RIPA-
Waschpuffer gewaschen und in 30 µl Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Gebundene 
Proteine ließen sich durch 5-minütiges Erhitzen auf 95 °C abtrennen. 
  
              RIPA-Waschpuffer:  
        50 mM    Tris-HCl pH 7,4 
                100 mM    NaCl 
                                             0,1%        Nonidet-P40 
        15%    Glycerin 
                     1 mM       EDTA 
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2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Zur Auftrennung von Proteinen wurde, wenn nicht anders angegeben, eine diskontinuierliche 
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (7 % PAA) nach Laemmli durchgeführt [116]. 
 
Acrylamidlösung:   30%              Acrylamid 
                                0,8%             Bisacrylamid 
Trenngel:                 7,34 ml aqua dest. 
                                3,36 ml Acrylamidlösung 
                                3,8 ml     1,5 M Tris/HCl pH 8,8 
                                75 µl             10 % SDS 
                                15 µl    TEMED 
                                75µl          20 % APS 
 
Sammelgel:             4 ml               aqua dest. 
                                0,6 ml Acrylamidlösung 
                                313 µl 2 M Tris/HCl pH 6,8 
                                25 µl    10 % SDS 
                                5 µl                TEMED 
                                40 µl    20 % APS 
 
Elektrodenpuffer:    25 mM Tris-Base 
                                192 mM Glycin 
                                 0,1%             SDS 
 
Die Elektrophorese erfolgte für 2 h bei konstanter Stromstärke von 35 mA. 
 
 
2.13 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran durch das Western-Blot-
semidry-Verfahren 
 
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion auf eine PVDF-Membran 
übertragen. Dazu diente das Western-Blot-semidry-Verfahren [115]. Es wurden insgesamt 15 
Lagen 3MM Whatman-Papier und die PVDF-Membran genau auf die Gelgröße 
zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde mit Methanol benetzt, gewässert und in Anoden-
Puffer-II äquilibriert.  Das Gel wurde für 5 min in Kathoden-Puffer äquilibriert. Nach kurzem 
Tränken der Whatman-Filter mit den unten angegebenen Puffern erfolgte der Aufbau des 
Blots: 
 
1. Graphitplatte, bildet Anode 
2. 6 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-I 
3. 3 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-II 
4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Puffer-II 
5. Polyacrylamidgel äquilibriert in Kathoden-Puffer 
6. 6 Whatman-Filter getränkt mit Kathoden-Puffer 
7. Graphitplatte, bildet Kathode 
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Die oben aufgeführten Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die 
Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm2 für 1 h bei einem 
Andruckgewicht von 1 kg. 
 
Anodenpuffer-I: 
0,3M Tris-Base 
20% Methanol 
 
Anodenpuffer-II: 
0,025M     Tris-Base 
20%  Methanol 
Kathodenpuffer: 
0,4M 6-Aminohexansäure 
20% Methanol 
 
 
2.14 Detektion präzipitierter Proteine  
Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wurden die freien Bindungsstellen 
30 min mit 10 % BSA in TBS-N blockiert, die Membran zweimal für 15 min mit TBS-N 
gespült und 1 h bei RT oder 16 h bei 4°C mit einer 1:1000-Verdünnung eines entsprechenden 
Antikörpers in TBS-N inkubiert. Nach Abspülen der Erstantikörper-Lösung erfolgte die 
Inkubation mit einem Peroxidase (HRP)-konjugierten Antikörper in einer Verdünnung von 
1:1000 in TBS-N für 30-60 min bei RT. Das überschüssige Antiserum wurde durch 
dreimalige 15-minütige Waschschritte mit TBS-N entfernt. Die Detektion der Proteine 
erfolgte durch eine Chemiluminiszenzreaktion mit dem Peroxidase-Substrat  ECL 
(Amersham, Braunschweig). Die Antikörper konnten durch eine 30-minütige Inkubation der 
PVDF-Membran in Stripping-Puffer bei 70°C abgelöst werden, um weitere Detektionen zu 
ermöglichen. 
 
TBS-N: 
 20 mM               Tris-HCl pH7,6 
 140 mM  NaCl 
 0,1% v/v Nonidet P-40 
 
Stripping-Puffer: 
 62,5 mM Tris-HCl pH7,6 
  2%                      SDS     
 100 mM β-Mercaptoethanol 
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2.15 Proteinpräzipitation mit biotinylierten Peptiden 
 
Zu Zelllysaten wurden 3-8 µg eines biotinylierten Peptids und immobilisiertes NeutrAvidin 
(PIERCE, Rockford, IL, USA) (5mg/100µl) zugegeben. Das Gemisch wurde über Nacht bei 
4°C im Überkopfschüttler inkubiert. Die Präzipitate wurden dreimal mit 500µl 
Bindungspuffer gewaschen und in 30 µl 2×Laemmli-Puffer aufgenommen und durch SDS-
PAGE aufgetrennt. Anschließend erfolgte die Analyse der Präzipitate durch die Detektion mit 
entsprechenden Antikörpern. 
 
2.16 Reportergen-Assay 
 
Genregulatorische Eigenschaften von Proteinen können in Reportergen-Assays genutzt 
werden. Dazu wird ein Reportergen-Konstrukt eingesetzt, das neben einer Promotorsequenz 
mit responsiven Elemente für die zu untersuchenden Effektorproteine den kodierenden 
Bereich für das Reporterprotein (z.B. Luciferase) enthält. Nach Transfektion und Stimulation 
der entsprechenden Zellkulturen wurde über die Messung der Reporterenzym-Aktivität 
indirekt die Expressionstärke des Reportergens bestimmt. Die Genauigkeit der in 
Reportergensystemen gemessenen Aktivitäten kann durch verschiendene experimentelle 
Faktoren beeinträchtigt werden. Deshalb wurde zusätzlich ein Kontrollplasmid, das die 
konstitutive Expression des Enzyms β-Galaktosidase (pCH110, Pharmacia) bewirkt, 
kotransfiziert. 
 
2.16.1 Ernte transfizierter Zellen  
Aus den Kulturschalen transfizierter Zellen wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS 
gewaschen und lysiert. Für die Lyse wurde der Reporter Lysis Puffer der Firma Promega 
(Madison, USA), der für Luciferase- und β-Galaktosidase-Reporterenzym-Assays geeignet 
ist, nach Herstellerangaben verwendet. 
 
2.16.2 Luciferase-Assay 
Die Bestimmung der Luciferaseaktivität aus Zelllysaten erfolgte mit dem Luciferase Assay 
System der Firma Promega (Madison, USA). Dazu wurden 20 µl Lysat in einer 
lichtundurchlässigen 96er-Lochplatte mit 60 µl Assay Reagent versetzt und so die Luciferase-
katalysierte Reaktion gestartet. Die Luciferase des Leuchtkäfers, Photinus pyralis (firefly 
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luciferase) oxidiert das Substrat Luciferin zu Oxyluciferin, bei dieser Reaktion wird Licht 
emittiert. Normalerweise verläuft die Reaktion über das Enzymintermediat Luciferyl-AMP 
und klingt schnell ab. Durch die Zugabe von Coenzym A (CoA) entsteht statt Luciferyl-AMP 
Luciferyl-CoA, wodurch die Reaktion nach wenigen Sekunden ihr Maximum erreicht und 
über einen Zeitraum von 60 Sekunden stabil bleibt. Mit dem Gerät „Microlumat 96 P“ der 
Firma EG&G Berthold (Bad Wildbad)  ließ sich die Lumineszenz messen. Die erhaltenen 
Werte wurden mit den Werten für die Transfektionseffizienz (β-Galaktosidase-Aktivität) 
korrigiert. 
2.16.3 β-Galaktosidase-Assay 
Um eventuelle Unterschiede in der Transfektionseffizienz abzugleichen, wurde das 
Kontrollplasmid pCH 110 (Pharmacia) bei der Reportergen-Analyse kotransfiziert. Die 
Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität erfolgte, indem 100 µl Zelllysat mit 500 µl β-
Galaktosidase-Puffer und 100 µl des Substrates ONPG (1 mg/ml o-Nitrophenylgalactosid),  
gemischt und bei 37 °C inkubiert wurde. Sobald eine leichte Gelbfärbung der Proben 
festzustellen war, wurde die Reaktion mit 250 µl 1M Na2CO3 gestoppt und die OD der Proben 
bei 420 nm bestimmt. Die β-Galaktosidase-Aktivität errechnet sich nach folgender Formel: 
 
Aktivität=(OD420 x 6000)/ (Inkubationszeit in min) 
 
β-Galaktosidase-Puffer: 
60  mM   Na2HPO4
40  mM   NaH2PO4
1  mM     KCl 
1 mM  MgCl2
+ 386 µl  β-Mercaptoethanol pro 100 ml Lösung 
 
2.17 Durchflusszytometrie 
Die Oberflächenexpression chimärer Rezeptorkonstrukte wurde zwei Tage nach erfolgter 
Transfektion überprüft. Alle nachfolgend beschriebenen Arbeitschritte wurden bei 4 °C und 
mit entsprechend vorgekühlten Puffern durchgeführt: COS7-Zellen bzw. HEK293T-Zellen 
wurden zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Etwa 106 Zellen wurden 30 min mit 2 µg eines 
IL-5Rα- oder IL-5Rβ-Antikörpers in 0,5 ml FACS-Puffer inkubiert und gewaschen. 
Nachfolgend wurden die primären Antiköper mit einem PE-konjugierten Antikörper 
gebunden. Nach erneutem Waschen in FACS-Puffer wurden pro Ansatz 104 Zellen im 
FACScalibur (Becton Dickinson, Palo Alto, USA) mit einem 488 nm Argonlaser analysiert. 
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FACS-Puffer: 
5%    FCS 
0,1% NaN3
in PBS 
 
 
2.18 Immunfluoreszenz 
 
105 transient transfizierte HepG2-Zellen wurden in einer 12-Loch-Zellkulturplatte auf 
Deckgläschen ausgesät. Die bewachsenen Deckgläschen wurden mit PBS/CM gewaschen und 
mit 2% Paraformaldehyd für 15 min fixiert. Zur Unterdrückung einer möglichen 
Eigenfluoreszenz des Paraformaldehyds erfolgte ein Waschschritt mit 50 mM NH4Cl in 
PBS/CM. Unspezifische Antikörperbindungsstellen der Präparate ließen sich anschließend 
mit 1% BSA in PBS/CM blockieren. Danach wurden die Zellen mit 10 ng Erstantikörper in 
25 µl PBS/CM/0,2% BSA für 30 min inkubiert und nachfolgend dreimal mit PBS/CM/0,2% 
BSA gewaschen. Anschließend erfolgte die 30-minütige Inkubation mit einem 
entsprechenden FITC-konjugierten Zweitantikörper in einer Verdünnung von 1:200. Die 
Deckgläschen wurden in MowiolTM 4-88 (Calbiochem, La Jolla, USA) eingebettet und mit 
dem des Laser Scanning Mikroskops 510 der Firma Zeiss (Jena) analysiert. 
 
    
PBS/CM: 
   0,1 mM   CaCl2 
1 mM      MgCl2 
in PBS
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3. Ergebnisse 
 
 
3.1 Inhibition der IL-6 Signaltransduktion durch SHP2 und SOCS3. 
 
3.1.1 SHP2 ist ein negativer Regulator der Interleukin-6 Signaltransduktion. 
SHP2 gehört zur Gruppe der zytoplasmatischen Tyrosin-Phosphatasen, die in ihrer 
Phosphatasedomäne ein hoch konserviertes katalytisches Zentrum aufweisen [61]. Trotz ihrer 
strukturellen Ähnlichkeiten scheinen diese Phosphatasen verschiedene regulatorische 
Eigenschaften zu besitzen. Die Tyrosin-Phosphatase SHP1 zeigt eine 58%-ige 
Sequenzhomologie zu SHP2 und weist ebenfalls N-terminal zwei SH2-Domänen auf [107]. 
SHP1 wird hauptsächlich in hämatopoetischen Zellen exprimiert und reguliert dort u.a. die 
Aktivität des B-Zell- und T-Zell-Rezeptors, mit denen es konstitutiv assoziert ist [117]. Eine 
weitere Phosphatase mit hoher Homologie zu SHP2 ist PTP1B. Diese Phosphatase ist am 
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, wobei die Phosphatasedomäne zum Zytoplasma hin 
orientiert ist. PTP1B ist hauptsächlich als negativer Regulator der durch Insulin und Leptin 
vermittelten Signaltransduktion beschrieben [118].  
Es sind bereits einige Phosphatasen bekannt, die in der Lage sind, die IL-6 Signaltransduktion 
negativ regulatorisch zu beeinflussen: Die zytosolische Isoform der Tyrosin-Phosphatase 
PTPε (PTPεC) verzögert nach Überexpression und in Abhängigkeit von der enzymatischen 
Aktivität die Kinetik der STAT3-Phosphorylierung [119, 120]. In der Myelomzelllinie U-266 
kann die Expression der Transmembran-Phosphatase CD45 IL-6 abhängig induziert werden 
[121]. Auch für diese Tyrosin-Phosphatase ist eine Rolle in der negativen Regulation des 
Jak/STAT-Weges beschrieben [122]. Die nukleäre Isoform der T-Zell Tyrosin-Phosphatase 
TC-PTP ist in der Lage, im Kern von M1-Zellen mit STAT3 zu interagieren. Die 
Überexpression dieser Phosphatase führt ebenfalls zu verminderter STAT3-Phosphorylierung 
[123].  
SHP2 konnte bislang nicht sicher als Inhibitor der IL-6 Signaltransduktion beschrieben 
werden. Gründe dafür sind, dass SHP2 und SOCS3 beide an Tyrosin 759 des gp130 rekrutiert 
werden können und dass es bisher kaum gelang, Substrate von SHP2 zu identifizieren. Erst 
kürzlich wurde in Phosphatase-Assays der Nachweis erbracht, dass STAT1 nach IFNγ-
Stimulation und STAT5A nach OSM-Stimulation durch SHP2 dephosphoryliert werden 
können [71, 72]. Daher war es zunächst Ziel dieser Arbeit, mit verschiedenen Methoden zu 
belegen, dass SHP2 ein negativer Regulator der IL-6 Signaltransduktion ist. 
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Mit SHP2(Ex3-/-)-Zellen sollte untersucht werden, welchen Einfluss SHP2 auf die STAT3-
Aktivierung und APP-Geninduktion nimmt. Bei diesen Zellen handelt es sich um murine 
embryonale Fibroblasten, in denen das Exon 3 des SHP2 Gens deletiert wurde. Dies führt zur 
Expression eines verkürzten SHP2-Proteins, in dem die Aminosäuren 46-110 der N-
terminalen SH2-Domäne fehlen [124]. Es wurde zuerst untersucht, ob das verkürzte SHP2-
Protein in der Lage ist, an das phosphorylierte Tyrosin 759-Motiv des gp130 zu binden (Abb. 
3.1). Dazu wurden Zelllysate von SHP2(Ex3-/-)-Zellen und entsprechenden Wildtyp Zellen 
hergestellt und mit phosphorylierten bzw. unphosphorylierten biotinylierten Peptiden, die der 
Region um Tyrosin 759 entsprechen, inkubiert. Nach anschließender Peptidpräzipitation 
wurden die isolierten Proteine analysiert. In SHP2 Wildtyp Zellen ist SHP2 in der Lage, das 
pY759-Peptid zu binden, während die verkürzte ∆Εx3SHP2-Variante weder das 
unphosphorylierte noch das phosphorylierte Peptid bindet.  
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Abb. 3.1 Die Deletion des Exon 3 im SHP2-Gen beeinträchtigt die Bindung des ∆Ex3-SHP2-Proteins an 
Tyrosin 759. 
SHP2(Ex3-/-)- und entsprechende Wildtyp Zellen wurden lysiert und gleiche Proteinmengen mit 
phosphorylierten bzw. unphosphorylierten biotinylierten Y759-Peptiden inkubiert. Anschließend erfolgte die 
Peptidpräzipitation (PP) mit NeutrAvidin-gekoppelter Agarose und die elektrophoretische Auftrennung der 
Präzipitate im SDS-Polyacrylamidgel. Die Analyse im Western Blot wurde mit einem SHP2-spezifischen 
Antikörper durchgeführt. 
 
Davon ausgehend wurde die Kinetik der STAT3-Aktivierung nach Stimulation mit              
IL-6/sIL-6R über einen Zeitraum von 0 bis 60 min in SHP2(Ex3-/-)- und Wildtyp Zellen 
untersucht. Die Zelllysate wurden im Westernblot mit einem phosphorylierungsspezifischen 
STAT3-Antikörper analysiert (Abb. 3.2A). Bei äquivalenter Menge STAT3-Protein in beiden 
Zelltypen ist das Maximun der STAT3-Phosphorylierung zwischen 15 und 30 min in beiden 
Zelltypen zu beobachten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass STAT3 in SHP2(Ex3-/-)-
Zellen stärker und bereits in unstimulierten Zellen phosphoryliert ist. Diese Befunde ließen 
sich in einem ähnlichen Zeitreihenexperiment in Kernextrakten beider Zelltypen bestätigen: 
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Hierbei erfolgte die Analyse der STAT-DNA-Bindung im EMSA mit einer spezifischen 
DNA-Probe für STAT1 und STAT3. Verglichen mit Kernextrakten der Wildtyp Zellen, 
konnte eine stärkere und länger anhaltende STAT-DNA-Bindung in Kernextrakten aus 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen beobachtet werden (Abb. 3.2.B verändert nach Schmitz, J. Dissertation, 
2001 [125]). 
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Abb. 3.2 Kinetik der STAT3-Phosphorylierung und DNA-Bindung in SHP2(Ex3-)- und Wildtyp Zellen. 
A SHP2(Ex3-/-)- und Wildtyp Zellen wurden 5, 15, 30 und 60 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-6R 
stimuliert. Die stimulierten Zellen und unstimulierte Kontrollzellen wurden lysiert. Aliquots der Lysate wurden 
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, geblottet und mit einem STAT3-spezifischen 
Phosphotyrosin-Antikörper bzw. STAT3 Antikörper detektiert. 
B Nach Stimulation mit IL-6 und sIL-6R wurden aus SHP2(Ex3-/-)- und Wildtyp Zellen Kernextrakte präpariert 
und mit einer radioaktiven m67SIE-Sonde inkubiert. Anschließend erfolgte die Analyse der Protein-DNA-
Komplexe im EMSA. 
 
 
Um den Effekt von ∆Ex3-SHP2 auf die STAT-induzierte Genexpression zu überprüfen, 
wurden SHP2(Ex3-/-)- Wildtyp- und mit SHP2 rekonstituierte SHP2(Ex3-/-)-Zellen mit 
Expressionsvektoren für ein STAT3-responsives Reportergen-Konstrukt und den chimären 
Epo/gp130-Rezeptor EG(YYYYYY) transient transfiziert. Die Expression der Rezeptor-
chimäre ermöglicht es, die Reporteraktivität ausschließlich transfizierter Zellen zu 
analysieren. Da das EG(YYYYYY)-Fusionsprotein den Extrazellulärbereich des murinen 
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Epo-Rezeptors trägt, kann durch Epo-Stimulation die gp130-abhängige Signaltransduktion in 
transfizierten Zellen imitiert werden. Dies ermöglicht darüber hinaus die Expression durch 
Punktmutation oder Deletion veränderter Rezeptorketten. 
Nach Stimulation mit Epo wurden die transfizierten Fibroblasten im Reportergen-Assay 
analysiert (Abb. 3.3). Dabei zeigt sich in SHP2(Ex3-/-)-Zellen eine deutlich erhöhte Induktion 
der Luciferaseaktivität im Vergleich zu Wildtyp Zellen. Die Expression von Wildtyp-SHP2 in 
rekonstituierten SHP2(Ex3-/-)-Zellen bewirkt hingegen eine Verminderung der 
Reporteraktivität. 
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Abb.3.3. STAT-abhängige Geninduktion in SHP2(Ex3-/-) Zellen 
Wildtyp, SHP2(Ex3-/-)- und mit SHP2 rekonstituierte SHP2(Ex3-/-)-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für 
den chimären Rezeptor EG(YYYYYY), dem 2x-SIE-Luciferase Reporterkonstrukt und β-Galaktosidase 
kodierendem Kontrollvektor transfiziert. Die Zellen wurden nach der Transfektion 16 h ohne oder mit 7 U/ml 
Epo inkubiert, lysiert und im Reportergen-Assay analysiert. Die Luciferaseaktivität wurde mit der gemessenen 
β-Galaktosidase-Aktvität abgeglichen, um eventuelle Unterschiede in den Transfektionseffizienzen zu 
korrigieren. Die dargestellten Daten und Standardabweichungen wurden als Durchschnittswerte dreier 
unabhängiger Messungen ermittelt und auf die Luciferaseaktivität von SHP2 Wildtyp Zellen bezogen. 
 
 
Die Ergebnisse aus Western Blot und Reportergen-Assay belegen, dass der Verlust von 
funktionellem SHP2 in SHP2(Ex3-/-)-Zellen zu verlängerter STAT vermittelter Geninduktion 
führt. Wildtyp SHP2 scheint demnach diesen Prozess negativ regulatorisch zu beeinflussen, 
während ∆Ex3-SHP2 dazu nicht in der Lage ist. 
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3.1.2 Rekrutierung von SHP2 an den IL6-Rezeptorkomplex unter Ausschluß von 
SOCS3. 
 
Um die Rolle von SHP2 bei der Abschaltung der IL-6 Signaltransduktion aufzuklären, 
wurden verschiedene Versuchsansätze entworfen, mit denen der inhibitorische Effekt von 
SHP2 in einem „SOCS3-freien System“ untersucht werden sollte. Dabei wurde versucht, 
unabhängig von Tyrosin 759 SHP2 an den IL-6-Rezeptorkomplex zu rekrutieren. Daher 
wurden für diese Experimente Tyrosin 759-defiziente Rezeptorchimären verwendet, die die 
Rezeptorrekrutierung von SOCS3 und endogenem SHP2 ausschließen.  
 
 
3.1.2.1 SHP2-Membranrekrutierung über ein Myristylierungs-/Palmitylierungssignal. 
Für den ersten dieser Versuchsansätze wurde im Leserahmen des SHP2-Expressionsvektors 
pCBC1-SHP2 die Sequenz, die die SH2-Domänen kodiert, deletiert, sodass mit dem 
verbleibenden C-terminalen Bereich eine konstitutiv aktive Phosphotyrosin-Phosphatase 
exprimiert wird (PTP). Durch den Verlust beider SH2-Domänen ist diese Mutante zwar 
konstitutiv aktiv, jedoch nicht mehr in der Lage, an Tyrosin 759 des gp130 zu binden [126]. 
Ein N-terminales Myristylierungs-/Palmitylierungssignal in diesem Konstrukt (Ψ-PTP) sollte 
eine Membranrekrutierung und somit die Interaktion mit dem Rezeptorsystem wieder 
gewährleisten. Als Myristylierungs-/Palmitylierungssignal wurde die Sequenz des murinen 
Hck Proto-Onkogens (MGCMKSKFLQ) ausgewählt (Abb. 3.4A). Diese Konsenus-Sequenz 
wird durch die Ausbildung eines Säureamids zwischen Glyzin und Myristinsäure (unter 
Abspaltung des Methionins in Position 1) und die Ausbildung einer Thioesterbindung 
zwischen Cystein und Palmitinsäure posttranslational modifiziert [108].  
 
Die so erhaltenen SHP2-Mutanten PTP und Ψ-PTP ließen sich in HepG2-Zellen in gleichem 
Maße exprimieren (Abb. 3.4B). Weiterhin ließ sich in Immunfluoreszenzstudien in HepG2-
Zellen die Membranlokalisation der Ψ-PTP-Mutante im Vergleich zu SHP2- bzw. PTP-
exprimierenden Zellen bestätigen (Abb. 3.4C). 
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Abb 3.4 Konstruktion und Expression der myristylierten SHP2-Konstrukte. 
A  Schematische Darstellung des im Vektor pCBC1/Ψ-PTP kodierten Fusionsproteins. Die N-terminale 
Vorschaltung des Hck-tags vor den SHP2-Leserahmen ermöglicht die posttranslationale Modifikation durch 
Bindung von Myristinsäure und Palmitinsäure. Über die lipophilen Kohlenwasserstoffketten des modifizierten 
Fusionsproteins kann die Einlagerung in die Zellmembran erfolgen. B HepG2-Zellen wurden mit den 
Expressionsvektoren für PTP, Ψ-PTP oder entsprechendem Leervektor transfiziert. Die Zellen wurden 48h nach 
der Transfektion lysiert und Aliquots der Zelllysate elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Proteine 
nach Western Blot erfolgte mit einem SHP2-spezifischen Antikörper. C Die Membranlokalisation der 
myristylierten SHP2-Konstrukte wurde durch Immunfluoreszenzanalysen bestätigt. Dazu wurden HepG2-Zellen 
mit Expressionsvektoren für PTP-myc, Ψ-PTP-myc und SHP2-myc transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach 
der Transfektion permeabilisiert und mit einem myc Antikörper inkubiert. Die Fluoreszenzmarkierung der zu 
detektierenden Proteine erfolgte durch Inkubation mit einem FITC-markierten Zweitantikörper.  
 
 
 
Der Einfluss dieser SHP2-Mutanten auf die STAT3-vermittelte APP-Geninduktion ließ sich 
mittels Reportergen-Assay messen. Dazu wurden die Expressionsvektoren für Ψ-PTP, die 
Phosphatase-inaktive Mutante Ψ-PTPC>S und die nicht-membranrekrutierte Mutante PTP mit 
Vektoren für EpoR/gp130-Rezeptorchimären und ein α2M-Promotor-Reporterkonstrukt in 
HepG2-Zellen kotransfiziert (Abb. 3.5). 
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Abb.3.5. Einfluss der myristylierten SHP2-Mutanten auf die STAT-abhängige Geninduktion 
A HepG2-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für die chimären Rezeptoren EG(YYYYYY) oder 
EG(YFYYYY), für die SHP2-Mutanten PTP und Ψ-PTP, dem α2M-Promotor-Luciferase Reporterkonstrukt und 
β-Galaktosidase kodierendem Kontrollvektor transfiziert. Die Zellen wurden nach der Transfektion 16 h ohne 
oder mit 7 U/ml Epo inkubiert. Die im Reportergen-Assay erhaltene Luciferaseaktivität wurden mit der 
gemessenen β-Galaktosidase-Aktivität abgeglichen. Die errechneten Aktivitätswerte beziehen sich auf die Werte 
in Ansatz 1. B Der Reportergen-Assay wurde wie in A beschrieben durchgeführt, es wurden jedoch 
Expressionsvektoren für die SHP2-Mutanten Ψ-PTP und Ψ-PTPC>S kotransfiziert. 
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Die Mutation des Tyrosin 759 im intrazelluären Teil des gp130 bewirkt im Vergleich zum 
Wildtyprezeptor einen ca. dreifachen Anstieg der Luciferaseaktivität (Abb.3.5A, Ansätze 1 
und 2). Die Koexpression der nicht-membranverankerten Phosphatase PTP beeinflusst die 
Reportergenaktivität kaum (Ansatz 3). Die myristylierte SHP2-Mutante hingegen inhibiert die 
Rezeptor-vermittelte Promotoraktivierung (Ansatz 4). Durch den Austausch des für die 
katalytische Aktivität wichtigen Cystein 459 gegen Serin im Ψ-PTP-Konstrukt wird eine 
enzymatisch inaktive Phosphatase exprimiert [127]. Die Expression dieser Mutante resultiert 
in erhöhter Reporteraktivität und ist in der Lage, den beobachteten inhibitorischen Effekt des 
Ψ-PTP-Proteins aufzuheben (Abb3.3.B, Ansätze 4 und 5). Dies bedeutet, dass die 
Phosphataseaktivität von SHP2 zur Hemmung der STAT vermittelten Geninduktion beiträgt. 
 
3.1.2.2 SHP2-Rezeptorrekrutierung durch Herstellung eines gp130/SHP2-Fusionspro-
teins. 
In einem zweiten Versuchsansatz wurde der C-terminale Teil von SHP2, der die 
Phosphatasedomäne beinhaltet, mit einem Teil des Intrazelluärbereichs von gp130 fusioniert. 
Dazu wurde der Intrazellulärteil der gp130-Sequenz C-terminal vom Tyrosin 759-Kodon 
deletiert und eine SHP2-kodierende Sequenz, der die SH2-Domänen fehlen, über eine   
Glyzin-/Serin-reiche Verbindungssequenz angefügt. Diese Verbindungssequenz sollte die 
sterische Flexibilität der Phosphatasedomäne gewährleisten. Um die Bindung von SOCS3 an 
den verbleibenden Rezeptor auszuschließen, wurde Tyrosin 759 zu Phenylalanin mutiert. Die 
STAT-Rekrutierung über den chimären Rezeptorkomplex wurde durch den Einsatz des 
heterodimeren IL-5-Rezeptorsystems gewährleistet, bei dem zwei verschiedenartige 
Rezeptorketten (α und β) nach Stimulation mit IL-5 dimerisieren. Dies ermöglicht die 
Koexpression einer zweiten Rezeptorkette, die die STAT-rekrutierenden Tyrosinmotive des 
gp130 trägt [128].  
In FACS-Analysen wurde untersucht, ob die im Reportergen-Assay eingesetzten 
Rezeptormutanten in vergleichbarem Ausmaß auf der Zelloberfläche exprimiert werden (Abb. 
3.6). Während die Mutation der einzelnen Tyrosine zu Phenylalanin zu keinem signifikanten 
Unterschied in der Oberflächenexpression führt, bewirkt die Deletion der 153 C-terminalen 
Aminosäuren des gp130 bei den Konstrukten IL-5Rα(YF) und IL-5Rα(YF)-PTP eine erhöhte 
Expression. Ursache dafür ist wahrscheinlich der Verlust des Internalisierungssignals 
L786/L787 im gp130-Anteil [54]. 
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Abb. 3.6. FACS-Analyse zur Kontrolle der Zelloberflächenexpression der IL-5Rα/gp130-Rezeptorchi-
mären.   
COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für IL-5Rα/gp130-Rezeptorchimären transfiziert. Die Zellen 
wurden 48h nach Transfektion von der Zellkulturschale abgelöst und mit einem IL-5Rα-Antikörper inkubiert. 
Die Detektion der Rezeptor-exprimierenden Zellen im FACS-Gerät erfolgte über einen PE-markierten 
Zweitantikörper.  
 
 
Nach Analyse der Zelloberflächenexpression wurden die IL-5R/gp130-Rezeptorchimären im 
Reportergen-Assay eingesetzt (Abb 3.7). Die Mutation des Tyrosin 759 in beiden 
Rezeptorketten führt, verglichen mit dem Wildtyprezeptor, zu einer Erhöhung der STAT 
vermittelten Luciferaseaktivität (Abb. 3.7.A Ansätze 1 und 2). Ist Tyrosin 759 nur in der α-
Rezeptorkette vorhanden, die STAT-rekrutierenden Tyrosine jedoch in der β-Rezeptorkette, 
so kann über Tyrosin 759 ein inhibitorisches Signal auf die STAT-rekrutierende β-
Rezeptorkette vermittelt werden (Ansatz 3). Die ermittelte Reporteraktivität entspricht hierbei 
annähernd der, die bei Expression des Wildtyprezeptors gemessen werden kann. Wird das 
Tyrosin 759 der α-Rezeptorkette ebenfalls zu Phenylalanin mutiert, resultiert daraus, analog 
zu Ansatz 2, erhöhte Luciferaseaktivität (Ansatz 4). Dies bedeutet, dass die Präsenz der 
STAT-bindenden Tyrosine in nur einer Rezeptorkette ausreicht, um annähernd die dem 
Wildtyprezeptor entsprechende Reporteraktivität zu erreichen. Die Expression der verkürzten 
Rezeptormutante IL-5Rα(YF) führt zu keiner Verminderung der Luciferaseaktivität (Ansatz 
5). Eine deutliche Hemmung der Reportergen-Induktion ist jedoch mit der Expression der    
IL-5Rα(YF)-PTP-Mutante zu beobachten (Ansatz 6). Die Expression der katalytisch 
inaktiven IL-5Rα(YF)-PTPC>S-Mutante, ist dagegen nicht in der Lage, diesen inhibitorischen 
Effekt zu vermitteln (Abb.3.7.B Ansätze 4 und 5).   
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Abb.3.7. Einfluss der IL-5Rα/gp130/SHP2-Fusionsproteine auf die STAT-abhängige Geninduktion 
Zur Reportergen-Analyse wurden HepG2-Zellen mit Expressionsvektoren für die aufgeführten IL-5Rα- bzw.   
IL-5Rβ/gp130-Rezeptorchimären transfiziert. Die Zellen wurden nach der Transfektion 16 h ohne oder mit        
10 ng/ml IL-5 inkubiert. In den Zelllysaten wurde die Luciferaseaktivität bestimmt und mit Hilfe der 
gemessenen β-Galaktosidase-Aktvität abgeglichen. Die errechneten Aktivitätswerte beziehen sich auf die Werte 
in Ansatz 1.  
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3.1.3 SHP1 zeigt keinen spezifischen inhibitorischen Effekt auf die IL-6 Signal-
transduktion.  
Zusätzlich wurde überprüft, ob der inhibitorische Effekt von SHP2 spezifisch für dieses 
Enzym ist oder ob es ausreicht, eine andere Phosphotyrosin-Phosphatase an den IL6-
Rezeptorkomplex zu rekrutieren. Da SHP1 - wie anfangs beschrieben - nicht nur eine 
ähnliche Struktur, sondern auch eine hohe Sequenzhomologie zu SHP2 aufweist, wurden in 
Anlehnung an die Mutanten IL-5Rα(YF)-PTP und IL-5Rα(YF)-PTPC>S entsprechende 
Konstrukte mit SHP1 hergestellt. Diese Fusionsproteine, IL-5Rα(YF)-PTP1 und                       
IL-5Rα(YF)-PTP1C>S, wurden ebenfalls für Reportergenstudien eingesetzt. In FACS-
Analysen wurde die Zelloberflächenexpression der IL-5Rα(YF)-PTP- und                        
IL-5Rα(YF)-PTP1-Fusionsproteine miteinander verglichen (Abb.3.8).  
 
IL-5Rα
IL-5Rα
IL-5Rα
IL-5Rα
(YF)-PTP   
IL-5Rα (YF) 
IL-5Rα (YFYYYY)
IL-5Rα (YYYYYY) 
(YF)-PTPC>S
(YF)-PTP1   
 
(YF)-PTP1C>S
 
Abb. 3.8. Vergleich der Zelloberflächenexpression von IL-5R/gp130-PTP- und IL-5R/gp130-PTP1-
Fusionsproteinen.  
In HEK 293-Zellen wurden die angebenen IL-5R/gp130-Rezeptorchimären exprimiert. Die Zellen wurden 48h 
nach Transfektion von der Zellkulturschale abgelöst und  mit einem IL-5Rα-Antikörper inkubiert. Die Detektion 
der Rezeptor-exprimierenden Zellen im FACS-Gerät erfolgte über einen PE-markierten Zweitantikörper. 
 
Die Mutanten IL-5Rα(YF)-PTP1 und IL-5Rα(YF)-PTP1C>S zeigen wie die analogen 
Konstrukte für SHP2 eine vergleichbare Expression auf der Zelloberfläche. Die dargestellten 
IL-5R/gp130-Rezeptorchimären wurden in HepG2-Zellen transfiziert und ihr Einfluss auf die 
APP-Geninduktion im Reportergen-Assay analysiert (Abb. 3.9). 
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Abb. 3.9. Vergleich des inhibtorischen Potenzials von IL-5Rα(YF)-PTP- und IL-5Rα(YF)-PTP1-
Fusionsproteinen.  
HepG2-Zellen wurden mit Expressionvektoren für die beschriebenen IL-5R/gp130-Rezeptorchimären, das α2M-
Promotor-Luciferase Reporterkonstrukt und β-Galaktosidase kodierendem Kontrollvektor transfiziert. Die Zellen 
wurden nach der Transfektion 16 h ohne oder mit 10 ng/ml IL-5 inkubiert. Die Zelllysate wurden im 
Reportergen-Assay analysiert und die erhaltenen Luciferasewerte mit der gemessenen β-Galaktosidase-Aktvität 
abgeglichen. Die so erhaltenen Werte für die Luciferaseaktivität wurden auf Ansatz 1 bezogen. 
 
Die Abwesenheit von Tyrosin 759 in beiden Rezeptorketten führt wie beschrieben zu einer 
Erhöhung der STAT vermittelten Luciferaseaktivität im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor 
(Ansätze 1 und 2). Der zusätzliche Ausfall der STAT-rekrutierenden Tyrosinmotive in einer 
Rezeptorkette durch Deletion (Ansatz 3) beeinträchtigt im Vergleich zu Ansatz 2 die 
Reporteraktivität kaum. Die Expression der Mutanten IL-5Rα(YF)-PTP und IL-5Rα(YF)-
PTPC>S zeigt das schon in Abb.3.7 beschriebene Ergebnis (Ansätze 4 und 5). Mit den 
Mutanten IL-5Rα(YF)-PTP1 und IL-5Rα(YF)-PTP1C>S dagegen ist keine vergleichbare 
Hemmung der STAT vermittelten Geninduktion zu beobachten (Ansätze 6 und 7). Somit zeigt 
sich, dass der inhibitorische Effekt von SHP2 spezifisch für dieses Protein ist und nicht 
einmal mit einer sehr nah verwandten Tyrosin-Phosphatase zu imitieren ist.  
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3.1.4 Rekrutierung von SOCS3 an Tyrosin 759 des gp130. 
 
In den oben beschriebenen Studien konnte gezeigt werden, dass SHP2 eine wichtige Rolle bei 
der Hemmung der IL-6 vermittelten APP-Geninduktion spielt. Ein funktioneller 
Mechanismus lässt sich hieraus jedoch nicht ableiten. Es ist nicht bekannt, ob SHP2 nach IL-6 
Stimulation z.B. die Janus-Kinase, STAT3 oder gp130 dephosphoryliert. Außerdem stellt sich 
die Frage, ob SHP2 ein Adapter für die Rekrutierung weiterer inhibitorischer Proteine, wie 
z.B. SOCS3, sein könnte. In diesem Fall wäre SHP2 auch indirekt an einem inhibitorischen 
Mechanismus beteiligt. 
Es wurde bereits gezeigt, dass SHP2 und SOCS3 miteinander interagieren [99], die 
Bedeutung eines solchen Komplexes ist bisher nicht verstanden. In weiteren Experimenten 
wurde daher analysiert, ob die inhibitorische Funktion von SHP2 und SOCS3 von einer 
Interaktion beider Moleküle abhängig ist. Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass 
SOCS3 unabhängig von SHP2 an gp130 bindet [34, 86]. Welche Bereiche im SOCS3-Protein 
für die Rekrutierung an Tyrosin 759 verantwortlich sind, wurde bisher jedoch nicht 
untersucht. Um diese Bereiche zu identifizieren, die möglicherweise an der Interaktion mit 
dem Rezeptor beteiligt sind, wurden - wie in Abb. 3.10 dargestellt - verschiedene SOCS3 
Punkt- und Deletionsmutanten eingesetzt [85]. 
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Abb. 3.10. Darstellung der verwendeten SOCS3 Punkt- und Deletionsmutanten.  
Der verbleibende Molekülanteil bei den Deletionsmutanten wird durch die Länge der Pfeile angezeigt. Die 
Punktmutationen L22D und F25A sind in der kinase inhibitory region (KIR) lokalisiert, L41R und G45A in der 
extended SH2 subdomain (ESS). Das zentrale R71 der SH2-Domäne wurde zum einen zu Glutamat, zum 
anderen zu Lysin mutiert.  
 
Bei den Deletionsmutanten wurden N-terminale (S3∆N20 und S3∆N36) oder C-terminale 
(S3∆C40 und S3∆C84) Verkürzungen des SOCS3-Leserahmens vorgenommen. Für die 
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Punktmutationen wurden Aminosäuren ausgewählt, denen in der KIR (L22D, F25A), in der 
ES-Subdomäne (L41R, G45A) und in der SH2-Domäne (R71E, R71K) entscheidende 
Bedeutung zukommt [84, 85]. 
 
Expressionsvektoren für SOCS3-Punkt- und -Deletionsmutanten wurden in COS-7 Zellen 
transfiziert und die Expression der Mutanten im Western Blot kontrolliert (Abb. 3.11). 
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Abb. 3.11. Expression der SOCS3-Mutanten in COS7-Zellen. 
Die oben beschriebenen SOCS3-Flag-Mutanten wurden in COS7-Zellen transfiziert. Zelllysate wurden 
hergestellt, von denen Aliquots elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PDVF-Membran geblottet wurden. 
Die Detektion der Proteine erfolgte mit einem Flag-spezifischen Antikörper.  
 
Lysate SOCS3-transfizierter Zellen wurden zur Peptidpräzipitation eingesetzt, um die 
Bereiche zu identifizieren, die für die Bindung von SOCS3 an das Tyrosin 759 in gp130 
möglicherweise von Bedeutung sind (Abb. 3.12).   
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Abb. 3.12 Präzipitation von SOCS3-Mutanten mit phosphoryliertem biotinylierten Y759-Peptid.  
Lysate SOCS3-transfizierter COS7-Zellen wurden mit phosphoryliertem biotinylierten Y759-Peptid inkubiert. 
Durch Zugabe von NeutrAvidin-gekoppelter Agarose erfolgte die Präzipitation der Peptide. Die Präzipitate 
wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Analyse der Proteine nach Western 
Blot erfolgte mit einem Flag- bzw. SHP2-spezifischen Antikörper. 
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Die Bindung von SOCS3 an das Rezeptorpeptid wird zum einen durch die Deletion der 36 N-
terminalen Aminosäuren beeinträchtigt. Dabei scheint vor allem der die KIR umfassende 
Bereich von Bedeutung zu sein, da die S3∆N20-Mutante, in der nur die Aminosäuren bis zum 
Beginn der KIR deletiert sind, mit dem Rezeptorpeptid kopräzipitiert werden kann. Weiterhin 
sind jedoch Strukturen in der ESS-Domäne (L41) und der SH2-Domäne (R71) wichtig für die 
Bindung des Peptids.   
Die richtige Durchführung der Präzipitationsansätze wurde parallel durch eine SHP2-Färbung 
kontrolliert, da auch SHP2 mit dem pY759-Peptid kopräzipitiert werden kann. 
 
3.1.5 SHP2 und SOCS3 hemmen die IL-6 Signaltransduktion über unabhängige 
Mechanismen. 
Die artifizielle Rekrutierung von SHP2-Mutanten an Tyrosin 759-defiziente Rezeptor-
komplexe ließ sich wie beschrieben verwenden, um den inhibitorischen Effekt von SHP2 
unabhängig von SOCS3 zu untersuchen. Diese experimentellen Voraussetzungen sollten im 
Folgenden für die Fragestellung genutzt werden, ob die Rekrutierung von SHP2 die 
Sensitivität des Tyrosin 759-defizienten Rezeptorsystems gegenüber SOCS3 wieder herstellen 
kann. Könnte durch die Koexpression von SOCS3 eine erhöhte Inhibition der STAT 
vermittelten Geninduktion im Reportergen-Assay gemessen werden, wäre dies ein Hinweis 
für eine mögliche Interaktion von SOCS3 und SHP2 mit inhibitorischem Potenzial. Zusätzlich 
ist jedoch zu berücksichtigen, dass SOCS3 mit geringerer Affinität in der Lage ist, über seine 
SH2-Domäne an die Janus-Kinase zu binden [85, 86]. Daher musste die Konzentration des 
koexprimierten SOCS3 so gewählt werden, dass die Bindung an die Janus-Kinase, die durch 
überhöhte Expression möglich ist, ausgeschlossen werden konnte [101]. 
 
Die Koexpression von SOCS3 erfolgte zunächst mit myristylierten und nicht-myrsitylierten 
SHP2-Mutanten. Der inhibitorische Effekt von SOCS3 wurde im Reportergen-Assay in 
HepG2-Zellen untersucht (Abb. 3.13).  
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Abb. 3.13. Einfluss von koexprimiertem SOCS3 auf  Membran-rekrutiertes SHP2. 
Für die Reportergenanalyse wurden HepG2-Zellen entsprechend zu Abb.3.5 mit Expressionsvektoren für die 
chimären Rezeptoren EG(YYYYYY) oder EG(YFYYYY) und für die SHP2-Mutanten Myr-PTP und PTP 
transfiziert. Die Kotransfektion des SOCS3-Expressionsvektors erfolgte in einem SOCS3/SHP2-Verhältnis von 
1:100. Die Zellen wurden 16 h ohne oder mit 7 U/ml Epo inkubiert. Die Zelllysate wurden im Reportergen-
Assay analysiert und die erhaltenen Luciferasewerte mit der gemessenen β-Galaktosidase-Aktvität abgeglichen. 
Die so erhaltenen Werte für die Luciferaseaktivität beziehen sich auf Ansatz 1. 
 
 
Die Koexpression von SOCS3 führt wie erwartet zur Inhibition der Reporteraktivität in 
Zellen, die den EG(YYYYYY)-Rezeptor exprimieren (Ansätze 1 und 2), aber nicht in Zellen, 
die die EG(YFYYYYY)-Mutante exprimieren (Ansätze 3 und 4). Die Expression des Myr-
PTP-Fusionsproteins inhibiert die Luciferaseaktivität (Ansatz 5), während die zusätzliche 
Expression von SOCS3 hier keine weitere Inhibition bewirkt (Ansatz 6). Die nicht-
membranverankerte PTP-Mutante blockiert die STAT vermittelte Geninduktion nicht (Ansatz 
7), die Expression von SOCS3 führt hier ebenfalls nicht zur Inhibition der Reporteraktivität 
(Ansatz 8).  
 
Ein entsprechendes Experiment wurde mit den IL-5R/gp130-Chimären durchgeführt 
(Abb.3.14). Auch hier wurde die Konzentration des SOCS3-Expressionsvektors so gewählt, 
dass nur in HepG2-Zellen, die die beiden Wildtyp-Rezeptorketten (IL-5Rα(YYYYYY) und 
IL-5Rβ(YYYYYY)) exprimieren, die Induktion des α2M-Promotors gehemmt wird (Ansätze 
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1 und 2). Bei Expression der Y759F-Mutante in beiden Rezeptorketten ist SOCS3 nicht mehr 
in der Lage zu inhibieren (Ansätze 3 und 4). Das IL-5Rα(YF)-PTP-Konstrukt hemmt die 
Reporteraktivität deutlich, dies wird durch die Koexpression von SOCS3 kaum verstärkt.  
 
IL-5
α β
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
α β
Y
Y
F
F
F
F
Y
Y
Y
Y
Y
F
α β
Y
Y
Y
Y
Y
F
Y
Y
Y
Y
Y
F
α β
Y
F
F
F
F
F
Y
Y
Y
Y
Y
F
- +
α β
Y
F
Y
Y
Y
Y
Y
F
P
T
P
- + - + - + - + - + - +- +
α β
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
α β
Y
Y
Y
Y
Y
F
Y
Y
Y
Y
Y
F
α β
Y
F
Y
Y
Y
Y
Y
F
P
T
P
+
SOCS3
+
SOCS3
+
SOCS3
21 3 4 5 6 7 8
0
100
200
300
400
500
600
700
re
l. 
L
uc
ife
ra
se
ak
tiv
itä
t
Abb. 3.14. Einfluss von SOCS3 auf die Signaltransduktion über das IL-5Rα/gp130/SHP2-Fusionsprotein. 
HepG2-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für die angezeigten IL-5Rα/gp130- bzw. IL-5Rβ/gp130-
Rezeptorchimären, dem α2M-Promotor-Luciferase Reporterkonstrukt und einem β-Galaktosidase-Kontrollvektor 
transfiziert. SOCS3-Expressionsvektor wurde im Verhältnis 1:100 zu den Rezeptor-kodierenden Vektoren 
kotransfiziert. 16h nach Transfektion wurden die Zellen ohne oder mit 10 ng/ml IL-5 inkubiert. Die Zelllysate 
wurden im Reportergen-Assay analysiert und die erhaltenen Luciferaseaktivitäten mit der gemessenen β-
Galaktosidase-Aktvität abgeglichen. Die erhaltenen Werte für die Luciferaseaktivität beziehen sich auf Ansatz 1. 
 
 
Beide Experimente zeigen, dass die Koexpression von SOCS3 keinen nennenswerten Einfluss 
auf die SHP2-abhängige Hemmung im Reportergen-Assay hat. Es liegt daher nahe, dass 
SHP2 die IL-6 Signaltransduktion über einen SOCS3-unabhängigen Mechanismus inhibiert 
und eine Interaktion zwischen SHP2 und SOCS3 hierbei keine wesentliche Rolle spielt.  
Um zu klären, ob die über Tyrosin 759 vermittelte inhibitorische Aktivität von SOCS3 von 
der Präsenz des SHP2 abhängt, wurden Reportergen-Experimente in SHP2(Ex3-/-)-Zellen 
und entsprechenden Wildtyp Zellen durchgeführt. Dazu wurden die chimären Rezeptoren 
EG(YYYYYY) bzw. EG(YFYYYY) und SOCS3 in beiden Zelltypen koexprimiert (Abb. 
3.15). 
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Abb. 3.15. Untersuchung des SOCS3-Effektes in SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3 -/-)-Zellen. 
SHP2 Wildtyp, SHP2(Ex3-/-)- und mit Wildtyp-SHP2 rekonstituierte SHP2(Ex3-/-)-Zellen wurden mit 
Expressionsvektoren für die chimären Rezeptor EG(YYYYYY) und EG(YFYYYY), dem 2x-SIE-Luciferase 
Reporterkonstrukt und β-Galaktosidase Kontrollvektor transfiziert. 16h nach der Transfektion wurden die Zellen 
ohne oder mit 7 U/ml Epo inkubiert, lysiert und im Reportergen-Assay analysiert. Die Luciferasewerte wurden 
durch die gemessene β-Galaktosidase-Aktvität abgeglichen, um eventuelle Unterschiede in den 
Transfektionseffizenzien zu korrigieren. Die errechneten Aktivitätswerte wurden in beiden Zelltypen auf die 
Werte in Ansatz 1 bezogen.  
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In Wildtyp Zellen (Abb.3.15A), in denen die EG(YYYYYY)-Rezeptorchimäre und SOCS3 
exprimiert wurden, ist eine verminderte Reporteraktivität zu beobachten (Ansätze 1 und 2). 
Zellen, die den  Rezeptor EG(YFYYYY) exprimieren, sind hingegen wie erwartet nicht 
sensitiv gegenüber SOCS3 (Ansätze 3 und 4).  
Das entsprechende Experiment SHP2(Ex3-/-)-Zellen (Abb.3.15B) zeigt, dass SOCS3 
ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die STAT vermittelte Geninduktion in Anwesenheit 
des Wildtyprezeptors besitzt, aber nicht bei Expression der EG(YFYYYY)-Mutante (Ansätze 
2 und 4). In SHP2(Ex3-/-)-Zellen ist zusätzlich auffällig, dass sich in den beiden 
Kontrollansätzen (Ansätze 1 und 3) die relative Luciferaseaktivität nicht wesentlich 
unterscheidet. Ursache dafür ist, dass die Abwesenheit des SHP2 vom IL-6 Rezeptorkomplex 
bereits zu erhöhter STAT vermittelter Geninduktion führt. Dies zeigt, wie ebenfalls in 
Abb.3.3 beschrieben, dass Wildtyp-SHP2 für eine Regulation des Jak/STAT-Weges 
verantwortlich ist. Die Anwesenheit von funktionellem SHP2 ist jedoch nicht entscheidend 
für die inhibitorische Aktvitität von SOCS3.  
 
Es ist also davon auszugehen, dass SHP2 und SOCS3 unabhängig an Tyrosin 759 des gp130 
binden und die IL-6 Signaltransduktion über unterschiedliche Mechanismen negativ 
regulieren. Dabei ist vorstellbar, dass SHP2 als basal modulierender Regulator der IL-6 
Signaltransduktion wahrscheinlich Moleküle des Jak/STAT-Weges dephosphoryliert. Im 
Gegensatz dazu bewirkt SOCS3 nach Induktion über die STAT-Faktoren als feedback-
Inhibitor eine sehr effiziente Abschaltung der IL-6 Signaltransduktion.  
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3.2 Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade nach IL-6 Stimulation  
 
Tyrosin 759 des gp130 reguliert nicht nur den IL-6 induzierten Jak/STAT-Weg, sondern ist 
auch ein regulatorisches Tyrosinmodul für die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade [34, 49]. 
Es wird angenommen, dass die Rekrutierung von SHP2 an Tyrosin 759 den entscheidenden 
Schritt für die Aktivierung dieses Signalweges darstellt. Die Bindung von SHP2 an gp130 
führt zu einer noch nicht vollständig aufgeklärten Rekrutierung verschiedener 
Adapterproteine, wie z.B. Grb2, Gab1 und Gab2, die ihrerseits mit weiteren Signalmolekülen 
interagieren und die Signalweiterleitung zu den in der Zellmembran lokalisierten Ras-
Proteinen vermitteln [41, 49, 50, 100]. Wie genau diese Moleküle die Signalweiterleitung 
zwischen Rezeptor und Ras vermitteln, ist bisher nicht vollständig analysiert. Daher wurde in 
dieser Arbeit auch die Beteiligung von SHP2, Gab1 und PI3-Kinase an der Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade näher untersucht. 
 
3.2.1 Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp- und SHP2-(Ex3-/-)- Zellen nach IL-6 
Stimulation. 
Um die Bedeutung von SHP2 für die Aktivierung von MAP-Kinasen zu verstehen, wurde die 
Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)-Zellen analysiert. Dazu wurden beide 
Zelltypen über einen Zeitraum von 0 bis 60 min mit IL-6 und löslichem IL-6R stimuliert 
(Abb.3.16).  
IL-6/sIL-6R  min FCS0 5 15 30 60 FCS0 5 15 30 60
IB: pERK1/2
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IB: ERK1/2
SHP2IB: SHP2 ∆Ex3-SHP2
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←
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←
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Abb. 3.16. Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)-Zellen nach IL-6 Stimulation. 
SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)- Zellen wurden vor Stimulation 24h in Serum-freiem Medium kultiviert, dann 
für 5, 15, 30 und 60 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-6R oder als Kontrolle 15 min mit 1 ml FCS 
stimuliert und anschließend lysiert. Aliquots der Lysate wurden im SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, das 
Gel geblottet und die Proteine mit Antikörpern gegen Phospho-Erk, Erk und SHP2 detektiert.  
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Beide Zelltypen zeigen eine transiente Erk-Aktivierung zwischen 15 und 30 min nach 
Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6R sowie nach Stimulation mit FCS. Dies ist für 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen insofern überraschend, da die fehlende Rekrutierung von ∆Εx3-SHP2 an 
das pY759-Peptid (vgl. Abb.3.1) eine Unterbrechung der Signalkaskade und somit ein 
Ausbleiben der Erk-Aktivierung erwarten ließ.  
 
3.2.2 Tyrosin 759 ist der Hauptmediator der Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp und 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen.  
Um zu überprüfen, ob in SHP2(Ex3-/-)-Zellen alternative Wege zur Erk-Aktivierung 
existieren, wurde zunächst untersucht, welche Bereiche im Intrazellulärteil von gp130 an der 
Erk-Aktivierung beteiligt sind. Für diese Experimente wurden gp130-Mutanten in einem 
Reportergensystem eingesetzt, das die Untersuchung der IL-6 vermittelten Erk-Aktivierung 
erlaubt. Dies wird z.B. durch das PathDetect Elk1 trans reporting system der Firma 
Stratagene ermöglicht, das die Induktion eines MAPK-abhängigen Luciferase-Konstrukts 
über die Aktivierung des Erk-Zielproteins Elk1 vorsieht (Abb. 3.17).  
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MAPK aktivierender Effektor
Funktionsweise des Elk1 Reportergen Systems
 
Abb. 3.17. Funktionsweise des Stratagene PathDetect Elk1 trans reporting system.  
Das Stratagene-System enthält einen Transaktivator, in dem die Elk1-Aktivierungsdomäne fusioniert mit der 
Gal4 DNA-Bindungsdomäne aus Hefe vorliegt (dbd). Dieser Transaktivator wird in transfizierten Zellen 
konstitutiv exprimiert. Nach Stimulation über die koexprimierten Rezeptorchimären wird das 
Transaktivatorprotein durch die aktivierten Erk-Proteine phosphoryliert und bindet daraufhin an einen 
Luciferase-Reporter, dessen Promotor fünf Tandemrepeats der GAL4-Bindungsstelle der Hefe enthält.  
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Elk1 gehört zur Familie der ETS-Transkriptionsfaktoren und ist in einem ternären Komplex 
assoziiert (TCF). TCF wird durch aktivierte Erk-Proteine phosphoryliert und ist dadurch in 
der Lage, an das serum response element (SRE) zu binden und die Genexpression SRE-
regulierter Gene zu induzieren.  
 
Um zu analysieren, ob die gp130 vermittelte Erk-Aktivierung von Tyrosin 759 abhängig ist, 
wurden verschiedene EpoR/gp130-Chimären (EG(YYYYYY), EG(FFFFFF), EG(FYFFFF), 
EG(YFYYYY) und EG(∆B)) in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)- Zellen exprimiert (Abb. 
3.18 A und B). Mit Hilfe der Chimäre EG(YFYYYY) sollte untersucht werden, ob neben 
Tyrosin 759 weitere Erk-aktivierende Tyrosinmotive existieren. Die Rezeptormutanten 
EG(FFFFFF) und EG(∆B) sollten Aufschluss über eine mögliche Jak-abhängige, aber vom 
zytoplasmatischen Rezeptorbereich weitgehend unabhängige Erk-Aktivierung geben. 
Während die Mutante EG(FFFFFF) keines der zytoplasmatischen Tyrosine, aber den 
Intrazellulärteil von gp130 in seiner gesamten Länge enthält, weist die Mutante EG(∆B) eine 
Deletion hinter dem Box2-Motiv von gp130 auf, sodass nur noch Tyrosin 683 und die 
assoziierten Janus-Kinasen in diesem Rezeptorkomplex zu finden sind [106].  
Die Aktivierung der Rezeptorchimäre EG(YYYYYY) führt in beiden Zelltypen zu einer 
geringen Erk-Aktivierung (Ansatz 1). Dies lässt sich durch die Präsenz der vier STAT-
rekrutierenden Tyrosinmotive pro Rezeptorkette erklären: Der STAT-Phosphorylierung nach 
Epo-Stimulation folgt die Induktion von SOCS1 und SOCS3, die die effiziente Abschaltung 
der gesamten IL-6 Signaltransduktion vermitteln. Mit Hilfe der EG(FFFFFF)-, EG(∆B)- und 
EG(YFYYYY)-Rezeptorchimären sollte analysiert werden, ob die IL-6 induzierte Erk-
Aktivierung über Tyrosin 759 unabhängige Mechanismen erfolgen kann. Alle drei 
Rezeptormutanten vermitteln eine nur schwache Erk-Aktivierung (Ansätze 2, 4 und 5). 
Insgesamt weisen SHP2 Wildtyp Zellen höhere Basalwerte auf als SHP2(Ex3-/-)-Zellen, was 
darauf hinweist, dass SHP2 bereits eine basale Erk-Aktivierung vermittelt. Die Expression der 
Rezeptorchimäre EG(FYFFFF) zeigt in beiden Zelltypen, dass Tyrosin 759 der 
Hauptmediator der Erk-Aktivierung in der IL-6 Signaltransduktion ist (Ansatz 3). Die hohe 
Reporteraktivität, die hierbei zu messen ist, lässt sich durch das Fehlen der STAT-
rekrutierenden Tyrosinmotive im gp130-Anteil erklären. Dadurch bleibt die Induktion der 
feedback-Inhibitoren SOCS1 und SOCS3 aus. 
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Abb.3.18.  Einfluss verschiedener Rezeptormutanten auf die IL-6 vermittelte Erk-Aktivierung. 
SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)- Zellen wurden mit Expressionsvektoren für die chimären Rezeptoren 
EG(YYYYYY), EG(FFFFFF), EG(FYFFFF), EG(YFYYYY) und EG(∆B) transfiziert. Für die Analyse im 
Reportergen-Assay wurden der Elk1-Transaktivator, das Gal4-UAS-Luciferasekonstrukt und β-Galaktosidase 
koexprimiert. Der Transaktivator wurde dabei im Verhältnis 1:20 zum Luciferasekonstrukt eingesetzt. Nach 
Transfektion der Expressionsvektoren in Serum-freiem Medium wurden die Zellen für weitere 10h unter Serum-
freien Bedingungen kultiviert und anschließend 12h ohne oder mit 7 U/ml Epo inkubiert, lysiert und im 
Reportergen-Assay analysiert.  
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3.2.3 Sowohl konstitutiv aktive als auch inaktive SHP2-Mutanten hemmen die 
Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade.  
Um zu überprüfen, ob das ∆Ex3-SHP2-Protein an der Erk-Aktivierung in SHP2(Ex3-/-)-
Zellen beteiligt ist, wurde untersucht, wie sich die Phosphorylierung von SHP2 in beiden 
Zelltypen nach Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6R verhält (Abb. 3.19).  
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Abb. 3.19. IL-6 induzierte SHP2-Phosphorylierung in SHP2 Wildtyp- und SHP2-(Ex3-/-)- Zellen.   
SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)- Zellen wurden nach 24-stündiger Kultivierung in Serum-freiem Medium 5, 
15, 30 und 60 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-6R stimuliert. Aus den Lysaten wurde SHP2 mit einem 
SHP2-spezifischen Antikörper immunpräzipitiert und die Präzipitate elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
geblotteten Proteine wurden mit einem Phosphotyrosin- bzw. einem SHP2-spezifischen Antikörper detektiert.  
 
Nach Stimulation zeigen sowohl SHP2 Wildtyp als auch SHP2(Ex3-/-)- Zellen transiente 
SHP2-Phosphorylierung zwischen 15 und 30 min. Weiterhin ist bei der Detektion der 
geblotteten Proteine mit Phosphotyrosin-Antikörpern zu erkennen, dass in SHP2 Wildtyp-
Zellen ein Protein mit einem Molekukargewicht von 120-150 kDa mit SHP2 kopräzipitiert 
werden kann. Dieses Phosphoprotein fehlt bei entsprechender Immunpräzipation in 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen. Die Identifizierung dieses Proteins gelang zwar nicht, in diesem 
Größenbereich sind jedoch gp130 und Gab1 zu finden. 
 
Das ∆Εx3-SHP2 Protein besitzt konstitutive Phosphataseaktivität, da die wichtigen 
Aminosäuren G60, D61 und Y62, die die Interaktion zwischen der N-terminalen SH2-
Domäne und dem katalytischen Zentrum vermitteln, in dieser Mutante fehlen. Diese 
Interaktion reguliert - wie eingangs beschrieben - die Phosphataseaktivität von SHP2 [64]. Es 
stellt sich die Frage, ob das in SHP2(Ex3-/-)-Zellen exprimierte konstitutiv aktive ∆Εx3-
SHP2 die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade beeinflussen kann, obwohl eine Bindung an 
Tyrosin 759 ausgeschlossen wurde. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, welche Bereiche des 
SHP2-Proteins im SHP2-abhängigen Erk-Aktivierungsweg von Bedeutung sind.  
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Um den Effekt von SHP2 und ∆Εx3-SHP2 auf die IL-6 induzierte Erk-Aktivierung zu 
untersuchen, wurde eine „Rekonstituierung“ mit verschiedenen SHP2-Mutanten in 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen vorgenommen, da hier die koexprimierten Mutanten nicht mit 
endogenem SHP2 um die Bindung an Tyrosin 759 konkurrieren (Abb. 3.20). 
0
50
100
150
200
250
300
350
Epo - +
re
l. 
L
uc
ife
ra
se
ak
tiv
itä
t
- + - + - + - +
       +
SHP2-WT
        +
SHP2-C>S
          +
SHP2-∆Ex3
        +
SHP2-∆Grb2
_
4 5
- + - +
6 7321
   +
 PTP
     +
 Ψ-PTP
 
Abb. 3.20 Einfluss verschiedener SHP2-Mutanten auf die Elk1-abhängige Reporteraktivität.  
SHP2-(Ex3-/-)- Zellen wurden mit Expressionsvektoren für den chimären Rezeptoren EG(YYYYYY) und für 
die angegebenen SHP2-Mutanten im Verhältnis 2:1 transfiziert. Zusätzlich wurden der Elk1-Transaktivator, das 
Gal4-UAS-Luciferasekonstrukt und β-Galaktosidase Kontrollvektor koexprimiert. Der Transaktivator wurde 
dabei im Verhältnis 1:20 zum Luciferasekonstrukt eingesetzt. Die Transfektion erfolgte in Serum-freiem 
Medium. Anschließend wurden die Zellen für weitere 10h unter Serum-freien Bedingungen kultiviert und 12h 
ohne oder mit 7 U/ml Epo inkubiert. Zur Analyse im Reportergen-Assay wurde die Luciferaseaktivität bestimmt 
und mit der gemessenen β-Galaktosidase-Aktvität abgeglichen. Die so erhaltenen Luciferasewerte beziehen sich 
auf Ansatz 1. 
 
 
Die Expression des SHP2-Wildtyp-Proteins in SHP2(Ex3-/-)-Zellen ist als vollständige 
Rekonstituierung dieser Zellen zu betrachten und führt zu hoher basaler und induzierter 
Reporteraktivität (Ansatz 2). Mit der katalytisch inaktiven Mutante SHP2C>S hingegen gelingt 
die Rekonstituierung der SHP2(Ex3-/-)-Zellen nicht, da diese Mutante kaum in der Lage ist, 
Erk-Aktivierung zu vermitteln (Ansatz 3). Auch die Koexpression der SHP2-Mutanten PTP, 
Ψ-PTP und ∆Ex3-SHP2, die konstitutive Phosphataseaktivität besitzen, führt zu keiner 
Steigerung, sondern sogar zu einer Verminderung der Erk-induzierten Reporteraktivität 
(Ansätze 4, 5 und 6). Da die Koexpression von ∆Ex3-SHP2 hier nicht in der Lage ist, Erk-
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Aktivierung zu vermitteln, ist davon auszugehen, dass dieses Protein nicht an der Aktivierung 
der Ras/Raf/Erk-Kaskade beteiligt ist. 
Die Mutante SHP2-∆Grb2 weist mutierte Bindungsstellen für den Adapter Grb2 auf, da hier 
die beiden C-terminalen Tyrosinmotive (Y542 und Y580) gegen Phenylalanin ausgetauscht 
sind. SHP2∆Grb2 ist ebenfalls nicht in der Lage, SHP2(Ex3-/-)-Zellen zu rekonstituieren 
(Ansatz 7). Dies zeigt, dass die Rekrutierung von Grb2 an SHP2 einen entscheidenden Schritt 
in der Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade darstellt.  
 
 
Die katalytische Aktivität von SHP2 und seine Fähigkeit Grb2 zu binden, scheint demnach für 
die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade erforderlich zu sein (Ansätze 3 und 7), andererseits 
bewirkt die dysregulierte Phosphataseaktivität der Mutanten Ψ-PTP, PTP und ∆Ex3-SHP2 
den gegenteiligen Effekt (Ansätze 4, 5 und 6). In SHP2 Wildtyp-Zellen wird die Phosphatase-
aktivität von SHP2 durch die N-terminale SH2-Domäne reguliert, während dieser 
Mechanismus in SHP2(Ex3-/-)-Zellen fehlt. Das dort exprimierte ∆Ex3-SHP2-Protein wirkt 
also möglicherweise inhibitorisch auf die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade.  
 
 
 
3.2.4 Einfluss von Gab1 auf die IL-6 induzierte Erk-Aktivierung. 
 
Grb2 kann über seine SH2-Domäne an die C-terminalen Tyrosinmotive Y542 und Y580 an 
SHP2 rekrutiert werden [42]. Zusätzlich ist Grb2 in der Lage, über seine SH3-Domänen 
konstitutiv mit dem Adapterprotein Gab1 zu interagieren [53]. Gab1 könnte daher im SHP2 
abhängigen Weg downstream von Grb2 an der Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade beteiligt 
sein, aber auch eine Rolle in einer SHP2-unabhängigen Erk-Aktivierung spielen. 
In weiteren Experimenten wurde daher die Rekrutierung Erk-aktivierender Faktoren an Gab1 
in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zellen analysiert. Diese Untersuchungen sollten 
Aufschluss darüber geben, ob in diesen beiden Zelltypen an Gab1 verschiedene 
Proteinkomplexe ausgebildet werden, die zur Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade führen. 
Dazu wurden SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-) Zellen mit IL-6 und löslichem IL-6R in einem 
Zeitraum zwischen 0 und 60 min stimuliert. Aus den Zelllysaten wurde Gab1 
immunpräzipitiert (Abb. 3.21).  
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Abb.3.21. Immunpräziptation von Gab1 aus Lysaten von SHP2-Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)-Zellen.  
SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)- Zellen wurden nach 24-stündiger Kultivierung in Serum-freiem Medium 5, 
15, 30 und 60 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-6R stimuliert. Aus den Lysaten wurde Gab1 mit einem 
Gab1-spezifischen Antikörper immunpräzipitiert und die Präzipitate elektrophoretisch aufgetrennt.  
A Die Detektion geblotteter Proteine erfolgte mit einem Phospho-Gab1-spezifischen Antikörper bzw. Gab1- und 
SHP2- Antikörper.  
B Der entsprechende Western Blot wurden mit einem Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper gefärbt. Die 
Gegenfärbung erfolgte mit einem Gab1- bzw. p85-spezifischen Antikörper. 
 
Die Detektion der geblotteten Proteine mit einem allgemeinen Phosphotyrosin-Antikörper 
zeigt, dass Gab1 in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zellen konstitutiv phosphoryliert ist. 
Die Phosphorylierung spezifischer Tyrosinmotive variiert zwischen beiden Zelltypen. So wird 
z.B. Tyrosin 627 des Gab1, Bindungsstelle für SHP2, in SHP2 Wildtyp Zellen transient 
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phosphoryliert, während in SHP2(Ex3-/-)-Zellen keine induzierbare Phosphorylierung zu 
beobachten ist.  
Entsprechend ist in SHP2(Ex3-/-)-, verglichen mit Wildtyp Zellen, keine stimulations-
abhängige Kopräzipitation von Gab1 und SHP2 zu beobachten (3.21 A)  
Interessanterweise gelingt dagegen in SHP2(Ex3-/-)-Zellen die Kopräzipitation von Gab1 und 
einem Phosphoprotein von 85-90 kDa (3.21 B). In diesem Größenbereich befindet sich auch 
die regulatorische Untereinheit der PI3K, p85. Die Färbung des Blots mit einem gegen p85 
gerichteten Antikörper zeigte allerdings, dass p85 konstitutiv in beiden Zelltypen mit Gab1 
kopräzipitiert werden kann, aber in Wildtyp Zellen nicht phosphoryliert ist.  
Gab1 ist in der Lage, eine große Anzahl verschiedener Proteine, wie z.B. Grb2, SHP2, p85, 
Shc und PLCγ, zu rekrutieren [53, 129]. Um einen möglichen Einfluss der an Gab1-
rekrutierten Faktoren auf die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade zu untersuchen, wurde 
das Verhalten verschiedener Gab1-Mutanten, in denen Rekrutierungsstellen für bestimmte 
Proteine mutiert sind (Abb. 3.22), im Reportergen-Assay analysiert.  
Gab1 WT
∆Grb2
∆SHP2
∆PI3K
PH GBS2 GBS1MBD
∆ 341-348 L524P
Y627F
Y448F Y473F Y580F
(Y659)
Gab1
Gab1
Gab1
 
Abb.3.22. Schematische Darstellung der Gab1-Mutanten. 
Das Adaptermolekül Gab1 weist im N-terminalen Bereich eine PH-Domäne auf, die die Interaktion mit 
Phospholipiden der Zellmembran ermöglicht. Weiterhin sind Rekrutierungsstellen für Grb2 (GBS1 und 2), 
SHP2, PI3-Kinase und die Tyrsosinkinase c-Met (MBD) vorhanden. In der Mutante Gab1-∆Grb2 wurde die 
Prolin-reiche Sequenz im Bereich der Aminosäuren 341-348 deletiert bzw. L524 zu Prolin mutiert. Die Mutante 
Gab1-∆SHP2 trägt die Punktmutation Y627F. In der Mutante Gab1-∆PI3K wurden die drei p85-rekrutierenden 
Tyrosine in den Positionen 448, 473 und 580 zu Phenylalanin mutiert [53]. 
 
Gab1 besitzt N-terminal eine PH (pleckstrin homology)-Domäne, die die Interaktion des 
Moleküls mit den Phospholipiden der Zellmembran ermöglicht. Der übrige Teil des Proteins 
enthält unter anderem zwei Prolin-reiche Motive zur Rekrutierung von Grb2 über dessen 
SH3-Domäne, drei Phosphotyrosin-Motive (Y448, Y473, Y580), über die die Interaktion mit 
p85 erfolgen kann und C-terminal zwei SHP2-bindende Phosphotyrosinmotive (Y627, Y659). 
Die zentrale met binding domain (MBD) vermittelt die Interaktion mit der Rezeptor-
Tyrosinkinase c-Met [105].  
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Die beschriebenen Gab1-Mutanten wurden zusammen mit der Rezeptorchimäre 
EG(YYYYYY) in SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)- Zellen koexprimiert und ihre Fähigkeit, 
Erk-Aktivierung zu vermitteln, analysiert (Abb. 3.23).   
 
In SHP2 Wildtyp Zellen (Abb.3.23A) lässt sich bei Expression des Gab1 Wildtypkonstrukts 
eine Erhöhung der Reporter-vermittelten Erk-Aktivierung beobachten (Ansätze 1 und 2). Die 
Expression der Mutante Gab1∆PI3K führt zu keiner verminderten Erk-Aktivierung (Ansatz 
3). Dieser Befund steht im Widerspruch zu Arbeiten von Takaheshi-Tezuka et. al [49], die 
eine Abhängigkeit der IL-6 induzierten Erk-Aktivierung von der katalytischen Aktivität der 
PI3-Kinase beschreiben. Wird hingegen - durch Expression der Mutanten Gab1∆SHP2 bzw. 
Gab1∆Grb2 (Ansätze 4 und 5) - die Rekrutierung von SHP2 oder Grb2 an Gab1 verhindert, 
ist eine deutlich reduzierte Erk-Aktivierung zu verzeichnen, die dem Ausgangswert entspricht 
in Ansatz1 entspricht. 
In SHP2(Ex3-/-)-Zellen (Abb. 3.23B) vermittelt Wildtyp-Gab1 ebenfalls erhöhte Reporter-
aktivität (Ansätze 1 und 2). Die Expression der Mutante Gab1∆PI3K führt hingegen zu stark 
verminderter Erk-Aktivierung (Ansatz 3). Die Präsenz der Gab1∆SHP2-Mutante bewirkt, 
anders als in SHP2 Wildtyp Zellen, keine Verminderung der Reporteraktivität (Ansatz 4), 
während durch die Expression der Mutante Gab1∆Grb2 eine deutlich reduzierte Erk-
Aktivierung zu beobachten ist (Ansatz 5). 
Das unterschiedliche Verhalten der Gab1∆SHP2-Mutante in beiden Zelltypen belegt, dass in 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen ein SHP2-unabhängiger Weg existiert, der die Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade vermittelt. Ein SHP2-abhängiger Aktivierungsweg scheint hingegen 
vorrangig in SHP2 Wildtyp Zellen induziert zu werden. Dementsprechend resultiert die 
Koexpression der Gab1∆SHP2-Mutante, die die Interaktion zwischen Gab1 und SHP2 
verhindert, in verminderter Erk-Aktivierung. Der fehlende Einfluss der Gab1∆SHP2-Mutante 
in SHP2(Ex3-/-)- Zellen ist durch den Umstand zu erklären, dass in diesen Zellen keine 
Interaktion zwischen Gab1 und SHP2 nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb.3.23). Daher 
hat die Mutation der SHP2-Bindungsstelle Tyrosin 627 in Gab1 keinen Einfluss auf eine 
SHP2-unabhängige Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade.  
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Abb.3.23. IL-6 vermittelte Erk-Aktivierung nach Koexpression von Gab1-Mutanten. 
SHP2 Wildtyp- und SHP2(Ex3-/-)- Zellen wurden mit Expressionsvektoren für die Rezeptorchimäre 
EG(YYYYYY) und Gab im Verhältnis 1:1 transfiziert. Für die Analyse im Reportergen-Assay wurden das Elk1-
Transaktivatorplasmid, das Gal4-UAS-Luciferasekonstrukt und β-Galaktosidase Kontrollvektor transfiziert. Der 
Transaktivator wurde dabei im Verhältnis 1:20 zum Luciferaseplasmid eingesetzt. Nach der Transfektion in 
Serum-freiem Medium wurden die Zellen für weitere 10h unter Serum-freien Bedingungen kultiviert und 
anschließend 12h ohne oder mit 7 U/ml Epo inkubiert, lysiert und im Reportergen-Assay analysiert. 
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Die Expression der Mutante Gab1∆Grb2 führt dagegen in beiden Zelltypen zu reduzierter 
Erk-Aktivierung. Grb2 scheint somit ein essentieller Faktor der IL-6 vermittelten Erk-
Aktivierung in beiden Zelltypen zu sein. 
Die Schlußfolgerungen, die sich aus den Ergebnissen des Reportergen-Assays ergeben, sind 
in der nachfolgenden Abbildung 3.24 schematisch dargestellt: 
 
 
(kein Einfluß)
Gab1
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Ras/Raf/Erk
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SHP2
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Abb. 3.24 Unterschiedliche Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-
Zellen.  
Grb2 ist in beiden Zelltypen ein essentieller Faktor der IL-6 induzierten Erk-Aktivierung und kann die 
Verbindung zu SOS und Ras herstellen. In SHP2 Wildtyp Zellen ist die IL-6 vermittelte Erk-Aktivierung von der 
Interaktion zwischen Gab1 und SHP2 abhängig, nicht jedoch von der Rekrutierung von p85 an Gab1. 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen zeigen hingegen einen Erk-Aktivierungsmechanismus, der unabhängig von einer 
Gab1/∆Ex3-SHP2-Interaktion ist, aber die Rekrutierung von p85 an Gab1 erfordert.  
 
 
3.2.5 Einfluss der PI3-Kinase auf die IL-6 induzierte Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kaskade. 
Weiterer Klärungsbedarf besteht allerdings hinsichtlich der Interaktion zwischen Gab1 und 
der regulatorischen p85-Untereinheit der PI3-Kinase. In früheren Studien wurde gezeigt, dass 
in HepG2-Zellen, die mit dem PI3-Kinase Inhibitor Wortmannin präinkubiert wurden, nach 
IL-6 Stimulation keine Erk-Aktivierung mehr erfolgt [49]. In SHP2 Wildtyp Zellen ist jedoch 
kein Einfluss der Gab1∆PI3K Mutante auf die Elk1-abhängige Reporteraktivität zu 
beobachten. 
Um diesen Widerspruch näher zu untersuchen, wurden SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-
Zellen mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY29004, der eine höhere Spezifität als Wortmannin 
zeigt, behandelt, mit IL-6 und löslichem IL6-R stimuliert und anschließend die 
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Phosphorylierung von Erk und der Kinase Akt/PKB, einem Zielprotein der PI3-Kinase, 
analysiert (Abb. 3.25). 
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Abb.3.25. Inhibition der PI3K-Aktivität in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zellen.    
SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)- Zellen wurden nach 24-stündiger Kultivierung in Serum-freiem Medium 45 
min mit 20, 40, und 50 µM LY29004 präinkubiert und anschließend 15 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1µg/ml sIL-
6R stimuliert. Da LY29004 in DMSO gelöst wird, wurde jeweils ein Kontrollansatz 45 min mit DMSO 
behandelt und wie beschrieben stimuliert. Aliquots der Lysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die 
Aktivierung von Erk1 und 2 bzw. Akt mit Phosphorylierungs-spezifischen Antikörpern nachgewiesen.  
 
Nach Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6R ist erwartungsgemäß in beiden Zelltypen 
Erk-Aktivierung nachweisbar. Die Aktivierung von Akt ist in SHP2 Wildtyp Zellen kaum, in 
SHP2(Ex3-/-)- Zellen jedoch verstärkt zu beobachten. Dieser Befund wird durch die Arbeit 
von Zhang et al. bestätigt [130], die in SHP2(Ex3-/-)- Zellen nach EGF-Stimulation eine 
Verstärkung des PI3K-Signalweges beschreiben. Als Erklärung wird hier eine erhöhte 
Interaktion von p85 und Gab1 angegeben, die durch eine fehlende Gab1/SHP2-Interaktion in 
diesen Zellen nicht mehr von SHP2 reguliert werden kann.  
Die Zugabe von LY29004 in steigenden Konzentrationen in stimulierten SHP2 Wildtyp- und 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen beeinträchtigt nur die Aktivierung von Akt, aber nicht – in Relation zum 
Kontrollansatz mit DMSO gesehen – die Aktivierung von Erk. Die Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)- Zellen ist daher unabhängig von 
der Aktivität der PI3-Kinase zu sehen. 
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4. Diskussion 
 
Interleukin-6 signalisiert über die Aktivierung eines hexameren IL-6-Rezeptorkomplexes, der 
aus IL-6, der IL-6Rα-Untereinheit und dem Signaltransduktor gp130 besteht [5]. Der 
Intrazellulärbereich des gp130 enthält membranproximal sogenannte Box1- und Box2-
Regionen, die als Rekrutierungsstellen für die Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 
identifiziert werden konnten [16, 17]. Als Bindungsstellen für downstream-Effektoren liegen 
sechs Tyrosinmotive vor, von denen die vier Membran-distalen die STAT-Faktoren STAT1 
und bzw. oder STAT3 rekrutieren, während das Tyrosinmotiv 759 in Position die Hemmung 
des Jak/STAT-Weges vermittelt und die Tyrosin-Phosphatase SHP2 und den feedback-
Inhibitor SOCS3 bindet [32, 33, 40, 86, 99]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
SHP2 ein Inhibitor des Jak/STAT-Signalwegs ist. Bei der Hemmung des Jak/STAT-Weges 
durch SHP2 scheint es sich um einen SOCS3-unabhängigen Mechanismus zu handeln, an 
dem die SHP2-Phosphataseaktivität beteiligt ist. Darüber hinaus ist der beobachtete 
inhibitorische Effekt auf den Jak/STAT-Signalweg offenbar spezifisch für SHP2, da die hoch 
homologe Phosphatase SHP1 keine entsprechende Wirkung zeigte.  
Weiterhin konnten in dieser Arbeit unterschiedliche Mechanismen zur Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zellen nachgewiesen werden. 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen exprimieren ein verkürztes SHP2-Protein mit einer partiellen Deletion 
der N-terminalen SH2-Domäne. Diese Deletion beeinträchtigt die Bindung des ∆Ex3-SHP2-
Proteins an ein pY759-Peptid, das vom Tyrosin 759-Motiv des gp130 abgeleitet ist. Die 
Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade nach IL-6 Stimulation erfolgt downstream des 
Rezeptorkomplexes über die Adapterproteine Grb2 und Gab1. Für SHP2 Wildtyp Zellen 
konnte in dieser Arbeit bestätigt werden, dass die Verbindung zu Gab1 über einen SHP2-
abhängigen Weg erfolgen kann. In SHP2(Ex3-/-)-Zellen stellen vermutlich andere Adapter 
die Verbindung zwischen Rezeptor und Gab1 her.  
 
 
4.1 Zwei Inhibitoren binden an dasselbe Tyrosinmotiv. 
 
Tyrosin 759 konnte innerhalb der sechs Tyrosinmotive des gp130 als einziges negativ 
regulatorisches Motiv identifiziert werden [34]. Die Rekrutierung von SHP2 und SOCS3 
erfolgt über dieses Tyrosinmotiv. Es ist anzunehmen, dass beide Moleküle über 
unterschiedliche inhibitorische Mechanismen wirken:  
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SHP2 und SOCS3 weisen unterschiedliche Halblebensszeiten auf. Während SOCS3 mit einer 
Halblebenszeit von 1,6 h relativ instabil ist, zeigt die von SHP2 mit 18-20 h eine hohe 
Stabilität des Proteins an [131]. Die Betrachtung des kinetischen Verlaufs von SHP2-
Aktivierung und SOCS3-Induktion nach IL-6 Stimulation lässt vermuten, dass SHP2 und 
SOCS3 die IL-6 Signaltransduktion zu unterschiedlichen Zeitpunkten regulieren. Es ist davon 
auszugehen, dass SHP2 konstitutiv exprimiert wird. Außerdem ist die Phosphorylierung von 
SHP2 bereits unmittelbar nach IL-6 Stimulation zu beobachten [20]. Die Expression von 
SOCS3 wird hingegen durch STAT-Faktoren induziert, dementsprechend ist SOCS3 erst ca. 
30 Minuten nach Stimulation als Protein nachzuweisen.  
Das gp130-Homodimer des IL-6 Rezeptorkomplexes verfügt über acht STAT-rekrutierende 
Tyrosinmotive, die eine starke Induktion der Akutphase-Antwort vermitteln. Deren gut 
kontrollierte Regulation ist von entscheidender Bedeutung. Es ist daher vorstellbar, dass 
SHP2 durch Dephosphorylierung verschiedener Moleküle des Jak/STAT-Weges eine 
Dysregulation der IL-6 Signaltransduktion verhindert, während SOCS3 die effiziente 
Abschaltung IL-6 induzierter Signalwege bewirkt.  
Diese Annahme lässt sich durch die hier gezeigten Befunde in SHP2(Ex3-/-)-Zellen 
bestätigen. SHP2(Ex3-/-)-Zellen exprimieren ein SHP2-Protein, dem eine funktionelle N-
SH2-Domäne fehlt [124]. Die N-terminale SH2-Domäne scheint maßgeblich an der Tyrosin 
759-Bindung beteiligt zu sein. Dieser Umstand führt vermutlich zu einer reduzierten 
Rezeptorrekrutierung von ∆Ex3-SHP2 (Abb.3.1). Für diese Annahme spricht, dass in 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen eine verlängerte, auch schon basal erhöhte STAT3-Phosphorylierung 
(Abb.3.2) und eine starke Induktion der STAT-abhängigen Reporteraktiviät zu messen ist 
(Abb.3.3). Eine vergleichbar erhöhte Reporteraktivität ist in Zellen zu finden, die die gp130-
Rezeptormutante (YFYYYY) exprimieren. Durch den Verlust der SHP2-
Rezeptorrekrutierung geht also anscheinend ein grundlegender Regulationsmechanismus der 
IL-6 Signaltransduktion verloren. Eine andere Interpretation dieser Beobachtungen schlugen 
Fairlie et al. [132] vor, die in der ∆Ex3-SHP2-Mutante im Vergleich zu Wildtyp SHP2 einen 
potenteren Kompetitor zu SOCS3 um die Bindung an Tyrosin 759 sehen. Dementsprechend 
interpretiert diese Arbeitsgruppe die erhöhte STAT-induzierte Reporteraktiviät in    
SHP2(Ex3-/-)-Zellen als Konsequenz einer verstärkten Bindung von ∆Ex3-SHP2 an Tyrosin 
759. Dies führt zur Kompetition mit endogenem SOCS3 um die Rekrutierung an gp130 und 
unterdrückt den inhibitorischen Effekt von SOCS3. Diese Annahme lässt sich jedoch durch 
die Rekonstituierung von SHP2(Ex3-/-)- Zellen mit Wildtyp-SHP2 widerlegen: Hierbei wird 
zusätzlich zum endogenen ∆Ex3-SHP2-Protein das Wildtyp-Protein exprimiert, 
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dementsprechend müssten die erhöhten SHP2-Spiegel in rekonstituierten SHP2(Ex3-/-)-
Zellen eine verstärkte Kompetition mit endogenem SOCS3 zur Folge haben. Tatsächlich lässt 
sich aber durch die Rekonstituierung das inhibitorische Potenzial der SHP2 Wildtyp Zellen 
imitieren (Abb.3.3). Darüber hinaus konnte keine Bindung des ∆Ex3-SHP2-Proteins an ein 
pY759-Peptid nachgewiesen werden (Abb3.1).  
 
 
4.2 Wie wird der inhibitorische Effekt von SHP2 im Jak/STAT-Signalweg 
vermittelt? 
SHP2 ist als zytoplasmatische Tyrosin-Phosphatase charakterisiert. Durch die Experimente 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SHP2 in Abhängigkeit von seiner 
Phosphataseaktivtät den Jak/STAT-Weg negativ reguliert (Abb. 3.5 und 3.7). Daher ist 
anzunehmen, dass SHP2 Moleküle dieses Signalweges dephosphoryliert. Mögliche Substrate 
für SHP2 könnten hierbei das phosphorylierte gp130, die assoziierten Janus-Kinasen oder 
STAT-Faktoren sein. Bestätigt werden konnte diese Vermutung in Experimenten mit der 
ebenfalls Phosphatase-inaktiven SHP2-D425A-Mutante. In Zellen, die diese Mutante 
koexprimierten, sind erhöhte Phosphorylierungssignale für Jak1, gp130 und STAT3 
nachweisbar [133]. Der Beweis, dass diese Moleküle auch direkte SHP2-Substrate sind, 
konnte bisher jedoch nicht erbracht werden. Von Yin et al. wurde zwar eine SH2-Domänen 
unabhängige Interaktion zwischen SHP2 und Jak1 bzw. Jak2 beschrieben, diese beruht jedoch 
auf Studien mit überexprimierten SHP2-Deletionsmutanten [134]. Eine aus dieser Interaktion 
resultierende Dephosphorylierung der Janus-Kinasen konnte für SHP2 ebenfalls nicht gezeigt 
werden. 
Kürzlich wurde die Interaktion von STAT1 und STAT5A mit dem C-terminalen Bereich von 
SHP2, der größtenteils die Phosphatasefunktion trägt, beschrieben. Die Dephosphorylierung 
dieser Moleküle konnte auch in vitro gezeigt werden, wurde aber nicht für STAT3 
nachgewiesen [71, 72]. Chughtai et al. [135] gehen dagegen von der Annahme aus, dass 
SHP2 nach Prolaktin-Stimulation STAT5A bindet, aber nicht dephosphoryliert und somit 
SHP2 in Abhängigkeit von STAT5A in den Zellkern translozieren kann. Die 
Dephosphorylierung von STAT5A wird hier als nukleäres Ereignis gesehen, das nicht durch 
SHP2 direkt, sondern durch einen weiteren Faktor vermittelt wird. Für STAT3 konnte bereits 
eine Interaktion mit SHP2 nachgewiesen werden, die Dephosphorylierung durch SHP2 nach 
IL-6 Stimulation ist jedoch noch zu zeigen. 
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4.3 Wie inhibiert SOCS3 die IL-6 Signaltransduktion? 
In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nach 
Depletion von SHP2 aus Zelllysaten SOCS3 in der Lage ist, das Y759-Phosphopeptid zu 
binden [99]. Dies legt nahe, dass SOCS3 unabhängig von SHP2 an gp130 bindet. Weiterhin 
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass in SHP2(Ex3-/-)-Zellen, in denen das 
verkürzte ∆Ex3-SHP2 Protein nicht mehr an Tyrosin 759 des gp130 rekrutiert werden kann, 
SOCS3 in Abhängigkeit von Tyrosin 759 die IL-6 Signaltransduktion inhibiert (Abb.3.15). 
Außerdem konnten in Präzipitationsstudien mit einem Y759-Phosphopeptid Bereiche in der 
KIR, ES-Subdomäne und SH2-Domäne von SOCS3 identifiziert werden, die erforderlich für 
die Bindung an das Motiv um Tyrosin 759 sind (Abb.3.14). Daher wird die Veränderung jeder 
einzelnen dieser Strukturen wahrscheinlich auch zum Verlust des inhibitorischen Effekts 
führen. In welcher Weise SOCS3 die Inhibition der IL-6 Signaltransduktion vermittelt, ist 
gegenwärtig noch unklar. 
Für SOCS1 wurde die Interaktion mit den Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 beschrieben. 
Dabei erfolgt die Assoziation mit dem phosphorylierten Tyrosinmotiv im Aktivierungs-loop 
der Janus-Kinase wahrscheinlich durch die ESS- und SH2-Domäne. Dadurch gelangt die KIR 
von SOCS1 als nicht-phosphoryliertes Pseudosubstrat in die Nähe des aktiven Zentrums der 
Kinasedomäne und blockiert so die Bindung nativer Substrate [81-83]. 
SOCS3 zeigt hingegen eine ca. 2000-fach höhere Affinität zu Tyrosin 759 in gp130 als zu 
Phosphotyrosin 1007 von Jak1 [86]. Dementsprechend stellt sich die Frage, ob sich SOCS3 
über die Bindung an Tyrosin 759 in ausreichender Nähe zur Janus-Kinase befindet, um die 
Kinaseaktivität zu inhibieren.  
Über die SOCS-Box können SOCS-Proteine auch mit Elongin C interagieren und so in einen 
Proteinkomplex eingebunden werden, der E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität besitzt. Bestätigt 
wurde die mögliche Beteiligung von SOCS1 an einer Ubiquitin-Ligase-Funktion durch 
Befunde, dass es das Fusionsprotein Tel-Jak2 und Vav der Proteasom-abhängigen 
Degradation zuführt [58-60, 88]. 
Für SOCS3 wurde hingegen gezeigt, dass die Phosphorylierung der Tyrosine 204 und 221 
eine erhöhte Instabilität des Proteins vermittelt, aber auch die Bindung von Elongin C 
unterbindet [136]. Ob die mögliche Verbindung von SOCS3 zur proteasomalen Degradation 
die negative Regulation der IL-6 Signaltransduktion bedingen könnte, muss jedoch in 
weiteren Untersuchungen geklärt werden. 
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Abb. 4.1 Inhibition des IL-6 induzierten Jak/STAT-Weges durch SHP2 und SOCS3.  
SHP2 verhindert wahrscheinlich die Dysregulation der IL-6 Signaltransduktion durch die Dephosphorylierung 
verschiedener Moleküle des Jak/STAT-Weges. In welcher Weise SOCS3 IL-6 vermittelte Signalwege hemmt, 
ist gegenwärtig noch ungeklärt. 
 
 
4.4 SHP2- und SOCS3-Rekrutierung in anderen Signaltransduktions-
systemen. 
 
Da in den Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine gp130 als gemeinsame Untereinheit 
existiert, sind SHP2 und SOCS3 über diese Rezeptorkette auch in der Lage, die 
Signaltransduktion der übrigen IL-6-Typ-Zytokine zu regulieren. Jedoch könnten die 
spezifischen Untereinheiten der LIF- und OSM-Rezeptorkomplexe ebenfalls inhibitorische 
Tyrosinmotive enthalten: z.B. ist Tyrosin 974 im LIFR als Rekrutierungsstelle für SHP2 
bekannt [137]. Ob dieses Tyrosinmotiv auch SOCS3 binden kann und somit - zusätzlich zu 
Tyrosin 759 in gp130 - die Inhibition der LIF-Signaltransduktion über den LIF-Rezeptor 
erfolgen kann, ist zur Zeit Gegenstand weiterer Untersuchungen. 
Der OSM-Rezeptor ist in der Lage, statt SHP2 das Adaptermolekül Shc über Tyrosin 861 zu 
rekrutieren. Shc besitzt im Gegensatz zu SHP2 keine Phosphatasedomäne und ist an der 
Aktivierung der OSM-induzierten MAPK-Kaskade beteiligt [138]. Tyrosin 837 konnte in 
unserer Arbeitsgruppe bereits als potenzielle SOCS3-Rekrutierungsstelle identifiziert werden. 
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Ob SOCS3 dadurch in der Lage ist, auch über den OSM-Rezeptor die OSM-
Signaltransduktion zu inhibieren, ist bisher jedoch nicht geklärt. 
Der Leptin-Rezeptorkomplex besitzt, vergleichbar zum IL-6 Rezeptorkomplex, ebenfalls eine 
gemeinsame Rekrutierungsstelle für SHP2 und SOCS3. Leptin wird von Adipozyten 
sezerniert und steuert die hormonellen und metabolischen Antworten auf den 
Ernährungsstatus. Dies vollzieht sich durch die Bindung von Leptin an die lange Form des 
Leptin-Rezeptors. Im Intrazellulärbereich des langen Leptin-Rezeptors befinden sich fünf 
Tyrosinmotive, von denen Tyrosin 1138 STAT3 rekrutiert, während Tyrosin 985 gemeinsame 
Bindungsstelle für SHP2 und SOCS3 ist. Bjoerbaek et al. konnten jedoch nur SOCS3 als 
Inhibitor der Leptin-Signaltransduktion charakterisieren, während SHP2 von ihnen 
ausschließlich als Aktivator der Ras/Raf/MAPK-Kaskade beschrieben wird [139, 140]. Diese 
Schlussfolgerung basiert jedoch allein auf der Überexpression von SHP2 in steigenden 
Konzentrationen, was möglicherweise zu einem Ungleichgewicht zwischen der intrazellulären 
SHP2- und SOCS3-Konzentration führt. Dadurch könnte SHP2 zu Ungunsten von SOCS3 
vermehrt an den Rezeptor rekrutiert werden und den inhibitorischen Effekt von SOCS3 
beeinträchtigen.  
Ein solcher Kompetitionseffekt durch überexprimiertes SHP2 wurde in den Experimenten 
dieser Arbeit durch die selektive Rezeptorrekrutierung von myristylierten SHP2-Mutanten 
und durch die Herstellung eines gp130/SHP2-Fusionsproteins ausgeschlossen (Abb. 3.5 und 
3.7). 
 
 
4.5 Wie reguliert SHP2 die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskasde? 
 
4.5.1 Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp-Zellen. 
Grundlegende Untersuchungen zur MAPK-Aktivierung nach IL-6 Stimulation wurden 
erstmals von Takahashi-Tezuka et al. durchgeführt [49]. Dabei wurde gezeigt, dass Grb2 und 
Gab1 in Abhängigkeit von Tyrosin 759 an der Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade beteiligt 
sind. Unklar blieb hier jedoch, in welcher Weise Gab1 in die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kaskade involviert ist. Zum einen könnte ein SHP2/Grb2-Komplex ohne die Interaktion mit 
Gab1 eine direkte Verbindung zu SOS herstellen. Der Guaninnukleotidaustauschfaktor SOS 
vermittelt die Überführung der inaktiven, GDP-bindenden Form von Ras in die aktive, GTP-
bindende Form [43, 44]. Ausgehend von Ras-GTP erfolgt die Aktivierung der MAPK-
Kaskade. Weiterhin ist vorstellbar, dass Grb2, das über seine SH3-Domäne mit Prolin-reichen 
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Motiven in Gab1 interagieren kann, das Bindeglied zwischen SHP2 und Gab1 ist (s. Abb. 
4.3).  
Durch die Experimente der vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass Grb2 die 
Verbindung zwischen SHP2 und Gab1 herstellt. So ließ sich in SHP2(Ex3-/-)-Zellen die Erk-
Aktivierung mit Wildtyp SHP2 „rekonstituieren“, aber nicht mit einer SHP2-Mutante, in der 
die Grb2 Bindungsstellen mutiert sind (Abb. 3.20). Der Einsatz verschiedener Gab1-Mutanten 
zeigte ebenfalls, dass der Verlust der Grb2-Rekrutierungsmotive zu einer deutlich 
verminderten Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp Zellen führt (Abb. 3.23). 
Gab1 kann wegen seiner vielfältigen Interaktionsstellen als Signalverstärker betrachtet 
werden, wie die Arbeit von Itoh et al. [50] belegt. Hier konnte in Gab1-defizienten murinen 
embryonalen Fibroblasten eine starke Reduktion der IL-6 induzierten Erk-Aktivierung 
beobachtet werden. In Arbeiten von Cunnick et al. [51, 52] wurde gezeigt, dass in der EGF-
Signaltransduktion die Interaktion zwischen SHP2 und Gab1 ausreicht, um die Ras/Raf/Erk-
Kaskade zu aktivieren. Für diese Studien wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus der Gab1 
PH-Domäne und einem verkürzten SHP2-Konstrukt (SHP2∆N, d.h. die N-terminale SH2-
Domäne ist deletiert), exprimiert. Da endogenes Gab1 auch über ein Doppeltyrosinmotiv 
(Y627/659) mit den SH2-Domänen von SHP2 interagieren kann, ist es möglich, dass SHP2 
zusätzlich downstream von Gab1 eine Verbindung zu Grb2/SOS und Ras herstellen kann. 
Die katalytische Aktivität von SHP2 ist erforderlich, um nach IL-6 Stimulation die 
Ras/Raf/Erk-Kaskade zu aktivieren. Dies wurde bereits für die EGF-Signaltransduktion 
gezeigt [129, 141]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass eine dysregulierte 
SHP2-Phosphataseaktivität - wie sie durch die Expression konstitutiv aktiver und auch 
Phosphatase-inaktiver SHP2-Mutanten bewirkt wird - nicht zur Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kaskade führt (vgl. Abb 3.20). Es wäre daher möglich, dass SHP2 einerseits eine Verbindung 
zwischen aktiviertem Rezeptorkomplex und Grb2 bzw. Gab1 herstellt, andererseits aber auch 
inhibitorische oder maskierende Proteine bzw. deren Bindungsstellen z.B. an Gab1 
dephosphorylieren muss. Ein solches Ereignis scheint die Voraussetzung für eine SHP2-
abhängige Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade zu sein und wurde für die EGF-
Signaltransduktion bereits von Shi et al. diskutiert. Die Autoren gehen dabei von der 
Annahme aus, dass ein bisher nicht näher identifiziertes Protein p90 mit Gab1 assoziiert 
vorliegt [129]. SHP2 könnte durch die Dephosphorylierung von p90 die Ras/Raf/Erk-Kaskade 
aktivieren.  
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Abb. 4.2  Postulierte Dephosphorylierung von p90 durch SHP2 in der EGF-Signaltransduktion.  
Gab1 liegt nach EGF-Stimulation mit Grb2, PI3-Kinase, p90 und SHP2 assoziiert vor. Das noch unbekannte 
Protein p90 blockiert die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade. Die Dephosphorylierung von p90 - oder seiner 
Rekrutierungsstellen an Gab1 - durch SHP2 bewirkt die Auflösung der p90/Gab1-Interaktion. Dies ermöglicht 
die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade Grb2 und PI3-Kinase (verändert nach Shi et al. [129]).   
 
Die Vermutung, dass p90 ein SHP2-Substrat sein könnte, wird auch durch Agazie und 
Hayman bestätigt, die mit einer SHP2-D425A/C459S trapping-Mutante Gab1 als SHP2-
Substrat identifizieren und ein zusätzliches Protein von 90 kDa kopräzipitieren konnten [70]. 
Die Identifizierung von p90 könnte daher tatsächlich einen großen Beitrag zur Aufklärung der 
Rolle von SHP2 in der Erk-Aktivierung leisten. Interessant wäre es, in diesem 
Zusammenhang zu klären, ob dieses Protein in Assoziation mit Gab1 die Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade blockiert.  
 
4.5.2 Erk-Aktivierung in SHP2(Ex3-/-)-Zellen. 
In Reportergenanalysen mit verschiedenen gp130-Rezeptorchimären konnte nachgewiesen 
werden, dass auch in SHP2 (Ex3-/-)-Zellen Tyrosin 759 der Hauptmediator der IL-6 
induzierten Erk-Aktivierung ist (Abb.3.18). Kopräzipitationsexperimente mit biotinylierten 
Peptiden zeigten, dass das in SHP2(Ex3-/-)-Zellen exprimierte ∆Εx3-SHP2 nicht mehr in der 
Lage ist, ein Y759-Phosphopeptid zu binden (Abb.3.1). Daher ist anzunehmen, dass dieses 
verkürzte SHP2-Protein auch nicht mehr an gp130 rekrutiert wird. Weiterhin konnte in diesen 
Zellen auch Gab1 nicht mehr mit ∆Εx3-SHP2 koimmunpräzipitiert werden (Abb.3.21). 
Trotzdem lässt sich in SHP2(Ex3-/-)-Zellen nach IL-6 Stimulation eine transiente Erk-
Aktivierung beobachten, die in ihrer Kinetik vergleichbar zu der in entsprechenden SHP2 
Wildtyp Zellen ist (Abb.3.16). Das verkürzte ∆Ex3-SHP2-Protein wird in SHP2(Ex3-/-)-
Zellen noch phosphoryliert (Abb.3.19) und ist daher in der Lage, mit Grb2 zu interagieren. 
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Die Bedeutung dieser Phosphorylierung und wie sie vermittelt wird, konnte im Rahmen dieser 
Untersuchungen noch nicht geklärt werden. Die Koexpression der Gab1-∆SHP2-Mutante in 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen beeinträchtigt die Erk-Aktivierung jedenfalls nicht und zeigt, dass 
∆Ex3-SHP2 in einem Multiproteinkomplex um Gab1 keine funktionelle Rolle spielt 
(Abb.3.21). 
Interessanterweise ließ sich in SHP2(Ex3-/-)-Zellen ein Tyrosin-phosphoryliertes Protein im 
Bereich von 85-90 kDa mit Gab1 kopräzipitieren, das in SHP2 Wildtyp-Zellen entsprechend 
nicht zu finden ist. Es konnte nicht vollständig geklärt werden, ob es sich bei diesem 
Phosphoprotein ausschließlich um p85, der regulatorischen Untereinheit der PI3K, handelt. 
Da funktionelles SHP2 in SHP2(Ex3-/-)-Zellen im Gab1/PI3K-Komplex fehlt, ist 
anzunehmen, dass p85 in erhöhtem Maße phosphoryliert vorliegt und so zu einer erhöhten 
Aktivierung des PI3K-Signalweges führt. Die verstärkte Aktivierung des PI3K-Signalweges 
lässt sich durch den Vergleich des Phosphorylierungsstatus von Akt in SHP2 Wildtyp und 
SHP2(Ex3-/-)-Zellen belegen: In SHP2 Wildtyp-Zellen ist die Aktivierung von Akt, einem 
Zielprotein der PI3-Kinase kaum nachweisbar, während in SHP2(Ex3-/-)-Zellen Akt stark 
phosphoryliert vorliegt (Abb.3.24). Diese Befunde wurden auch in einer Arbeit von Zhang et 
al. für die EGF-Signaltransduktion beobachtet [130]. 
 
 
4.6 In welcher Weise ist die PI3-Kinase an der Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade beteiligt? 
 
Für Rezeptortyrosinkinasen wie den EGF- und PDGF-Rezeptor wurde die Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade in Abhängigkeit von der PI3K-Aktivität beschrieben [142, 143]. Dabei 
wird im Falle der EGF-Signaltransduktion vermutet, dass die PI3-Kinase oberhalb von Gab1 
und SHP2 an der Erk-Aktivierung beteiligt ist. In welcher Weise die katalytische Aktivität der 
PI3-Kinase die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade beeinflusst, ist bisher wenig erforscht.  
Die PI3-Kinase besteht aus zwei Untereinheiten, der regulatorischen Untereinheit p85, die N-
terminal eine SH3-Domäne und C-terminal zwei SH2-Domänen aufweist, und der 
katalytischen Untereinheit p110, die die Aktivierung der mitogenen Kinase Akt vermittelt. 
Die Aktivierung der PI3-Kinase erfolgt über Tyrosinkinasen oder direkt über Ras und bewirkt 
eine Konformationsänderung der SH2-Domänen, die ähnlich wie SHP2 die katalytische 
Aktivität von p110 inhibieren können [144-146]. 
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Gab1 kann p85 über die Tyrosine 443, 527 und 534 rekrutieren. In der vorliegenden Arbeit 
wurden Untersuchungen zur Erk-Aktivierung mit Gab1-Mutanten durchgeführt, die Defekte 
in den Rekrutierungsstellen für SHP2, Grb2 und p85 aufwiesen. Dabei zeigten SHP2(Ex3-/-)-
Zellen im Elk1-abhängigen Reportergen-Assay eine deutlich reduzierte Erk-Aktivierung bei 
Koexpression der Mutante Gab1-∆PI3K. Ein Einfluss der PI3K-Aktivität auf die Erk-
Aktivierung, wie bei Takahashi-Tezuka et al. durch Untersuchungen mit dominant-negativem 
p85 und Einsatz von Wortmannin beschrieben, konnte jedoch nicht bestätigt werden [49]. 
Stattdessen zeigten die Experimente in dieser Arbeit, dass der PI3K-Inhibitor LY29004 
keinen Effekt auf die Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zellen nach IL-6 
Stimulation hat. Zusätzlich bestätigte die Immunpräzipitation von Gab1 aus Lysaten dieser 
beiden Zelltypen, dass in SHP2(Ex3-/-)-Zellen zwar die Interaktion zwischen Gab1 und 
∆Ex3-SHP2 beeinträchtigt ist, jedoch nicht die Bindung von p85 an Gab1. Zum einen ist 
daher möglich, dass durch die Mutation der drei p85-Rekrutierungsstellen in der Mutante 
Gab1-∆PI3K auch die Assoziation anderer Proteine blockiert wird, die an der Gab1-
abhängigen Erk-Aktivierung beteiligt sind. Andererseits könnte p85 in SHP2(Ex3-/-)-Zellen 
mit seiner SH3- und seinen SH2-Domänen eine Funktion als Adapter übernehmen und so die 
Verbindung zwischen dem aktivierten Rezeptor und Gab1 herstellen. Eine solche 
Adapterfunktion von p85 wurde bereits für den Insulin-Rezeptor β beschrieben, der zwar in 
erster Linie die Adapterproteine IRS1 und IRS2 rekrutiert, aber über p85 auch Gab1 
assoziieren kann [147]. 
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Abb. 4.3 Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade nach IL-6 Stimulation.  
A Schematische Darstellung der SHP2-abhängigen Erk-Aktivierung in SHP2 Wildtyp Zellen. B Mögliche 
SHP2-unabhängige Erk-Aktivierung in SHP2(Ex3-/-)-Zellen. 
 
 
4.7. Welchen Einfluss hat SOCS3 auf die Regulation der Ras/Raf/Erk-
Kaskade? 
 
Die Phosphorylierung von SOCS3 scheint ebenfalls die Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade 
positiv zu regulieren und konnte bisher nach Stimulation mit IL-2, EPO, EGF, PDGF und in 
unserer Arbeitsgruppe auch nach IL-6 nachgewiesen werden (U. Sommer, unpublizierte 
Daten). Als wichtige Phosphorylierungsmotive konnten Cacalano et al. [148] Tyrosin 204 und 
Tyrosin 221 identifizieren, die beide innerhalb der SOCS-Box lokalisert sind. Dabei scheint 
die Phosphorylierung von Tyrosin 204 die Stabilität des SOCS3-Proteins zu erhöhen, 
während die Phosphorylierung von Tyrosin 221 den gegenteiligen Effekt, also verringerte 
Stabilität vermittelt. Die Phosphorylierung von Tyrosin 221 ermöglicht die Interaktion von 
SOCS3 mit dem Ras-Inhibitor Ras-GAP, der die Hydrolyse von GTP beschleunigt und so Ras 
inaktiviert. Die Interaktion von SOCS3 und Ras-GAP über das phosphorylierte Tyrosin 221 
könnte die Ras-GAP-Aktivität inhibieren oder einen SOCS3/Ras-GAP Komplex der 
proteasomalen Degradation zuführen. Die Absenkung der zytoplasmatischen Ras-GAP-
Spiegel durch Degradation könnte infolgedessen eine verlängerte Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade bewirken. 
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Andererseits führt die Y/F Mutation der STAT-rekrutierenden Tyrosinmotive in gp130 
(EG(FYFFFF)) zu deutlich erhöhter Erk-Aktivierung im Vergleich zu Zellen, die Wildtyp-
gp130 exprimieren. Für diesen Effekt könnte die fehlende STAT vermittelte SOCS3-
Induktion verantwortlich sein [136]. 
SOCS3 spielt daher vermutlich ebenfalls eine doppelte Rolle in der Regulation der Erk-
Aktivierung: Einerseits könnte SOCS3 über die Interaktion mit Ras-GAP positiv auf die 
Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade wirken, andererseits könnten steigende SOCS3-
Spiegel zu einer effizienten Tyrosin 759-vermittelten Abschaltung dieses Signalweges führen. 
Eine weitere Möglichkeit, wie SOCS-Proteine an der Regulation von Signalkaskaden beteiligt 
sein könnten, wurde durch eine Arbeit von Rui et al. [149] gezeigt. Diese Autoren 
beschreiben die Beteiligung von SOCS1 und SOCS3 an der Ubiquitin-abhängigen 
Degradation der Adapterproteine IRS1 und IRS2 in der Insulin-Signaltransduktion. IRS1 und 
IRS2 bilden zusammen mit Gab1 und Gab2 und einer Anzahl weiterer Proteine die Gruppe 
der IRS-Adapter. Es wäre daher denkbar, dass auch die Gab-Proteine über eine SOCS-
vermittelte Ubiquitin-abhängige Degradation reguliert werden. 
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5. Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von SHP2 und SOCS3 in der Inhibition der gp130 
vermittelten Signaltransduktion sowie die IL-6 abhängige Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kaskade untersucht. Obwohl die bisher durchgeführten Experimente viele Antworten zur 
Regulation der IL-6 Signaltransduktion liefern, sind noch eine Reihe weiterer Untersuchungen 
notwendig, um die Zusammenhänge IL-6 induzierter Signalwege zu verstehen. 
 
 
5.1 Bestätigung der SOCS3-unabhängigen Inhibition von SHP2. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass SHP2 und SOCS3 sowohl in Bezug auf ihre Kinetik 
als auch in Hinblick auf den molekularen Mechanismus die IL-6 Signaltransduktion 
unterschiedlich inhibieren. Die unabhängige Rekrutierung beider Proteine an Tyrosin 759 des 
gp130 wurde bereits in früheren Arbeiten gezeigt [86, 99]. In SHP2(Ex3-/-)-Zellen konnte 
bestätigt werden, dass SOCS3 auch dann inhibitorisches Potenzial besitzt, wenn das ∆Ex3-
SHP2 Proteins nicht an den IL-6 Rezeptorkomplex rekrutiert werden kann. Der inhibitorische 
Effekt von SHP2 wurde durch die Rekrutierung verschiedener SHP2-Mutanten an Tyrosin 
759-defiziente Rezeptorkomplexe demonstriert, die keine Bindung des endogenen SOCS3 
erlauben. Die Bestätigung dieser Befunde soll in Zukunft in SOCS3-defizienten murinen 
embryonalen Fibroblasten erfolgen. Analog zur Untersuchung des SOCS3-Effekts in SHP2-
(Ex3-/-)-Zellen könnte hier die inhibitorische Wirkung von SHP2 z.B. im STAT-abhängigen 
Reportergen Assay analysiert werden. 
 
 
5.2 Wie können weitere mögliche SHP2-Substrate identifiziert werden? 
 
Agazie und Hayman gelang es kürzlich, eine SHP2-Mutante zu generieren, bei der zusätzlich 
zur Mutation der katalytischen Schlüsselaminosäure Cystein 459 auch Asparaginsäure in 
Position 425 zu Alanin mutiert ist [70]. Diese Doppelmutante wurde - verglichen mit den 
Effekten der Einzelmutationen - als wesentlich effizienter für das trapping von SHP2-
Substraten beschrieben. Die Immunpräzipitation dieser Mutante aus Zelllysaten ermöglichte 
die Kopräzipitation des EGF-Rezeptors und Gab1, die somit als SHP2-Substrate identifiziert 
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werden konnten. Der Einsatz einer SHP2-D425A/C459S-Doppelmutante im Kontext der IL-6 
Signaltransduktion könnte daher Aufschluss darüber geben, ob gp130, die Janus-Kinasen oder 
STAT3 Substrate von SHP2 sind.  
 
 
5.3 SHP2-Substrate im Ras/Raf/Erk-Signalweg. 
 
Die Tyrosin-Phosphatase-Aktivität von SHP2 scheint nicht nur für die Regulation des 
Jak/STAT-Weges von Bedeutung zu sein, sondern auch für die Regulation der Ras/Raf/Erk-
Kaskade. Dies bedeutet, dass SHP2-Substrate, die mit Hilfe der SHP2-D425A/C459S-
Doppelmutante kopräzipitiert werden können, potenziell auch für diesen Signalweg eine Rolle 
spielen. Besonders interessant wäre hierbei die Identifizierung des 90 kDa-Proteins, das 
bereits zuvor im Zusammenhang mit der SHP2/Gab1-abhängigen Erk-Aktivierung 
beschrieben wurde [129]. Die Identifizierung dieses Proteins sollte durch 
massenspektrometrische Methoden erfolgen. 
Der Befund, dass die Phosphatase-Aktivität von SHP2 an der Erk-Aktivierung beteiligt ist, 
könnte bedeuten, dass SHP2 unmittelbar nach Stimulation positiv regulatorisch auf die 
Bildung eines signalisierenden Proteinkomplexes um Gab1 wirkt. Zusätzlich könnte jedoch 
die Dephosphorylierung von Gab1 und weiterer Faktoren die für die Ras-Aktivierung 
notwendigen Interaktionen zeitlich limitieren.  
Im Reportergen-Assay mit koexprimierten Rezeptorchimären ließ sich für Wildtyp gp130 und 
Tyrosin 759-defiziente Mutanten gleichermaßen eine schwache Erk-Aktivierung nachweisen, 
die jedoch in verschiedener Weise zu interpretieren ist. So kann beispielsweise die relativ 
geringe Reporteraktivität in Zellen, die den Rezeptor EG(YYYYYY) exprimieren, durch die 
STAT-abhängige Induktion von SOCS-Proteinen erklärt werden. Wird jedoch das Profil der 
Erk-Aktivierung in einer Stimulationskinetik analysiert, ist eine deutliche, transiente 
Phosphorylierung von Erk1 und Erk2 zu beobachten (vgl. Abb. 3.16 und 3.19).  
Diese Beobachtungen erfordern den Vergleich der Ergebnisse, die im Elk1-abhängigen 
Reportergen-Assay erhalten wurden, mit der im Western Blot analysierten 
Stimulationskinetik. Die Stimulationsreihen, die im Western Blot analysiert wurden, 
umfassen in der Regel einen Zeitraum von 0 bis 60 min, während der Reportergen-Assay ein 
Gesamtergebnis 14 Stunden nach Stimulation liefert.   
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Daher sollen für weitere Experimente SHP2-Wildtyp und SHP2(Ex3-/-)-Zelllinien, die die 
bereits im Reportergen-Assay eingesetzten SHP2- und Rezeptormutanten stabil exprimieren, 
hergestellt und für Stimulationsreihen in einem Zeitraum von 0 bis 60 min eingesetzt werden.  
 
 
5.4 Welche übergeordnete Kinase vermittelt die Aktivierung der Ras/Raf/ 
Erk-Kaskade? 
 
Einige Interaktionspartner von Gab1, z.B. SHP2 und p85, werden über Phosphotyrosinmotive 
rekrutiert. Mit einem phosphorylierungsspezifischen Antikörper konnte gezeigt werden, dass 
in SHP2 Wildtyp Zellen das SHP2-bindende Tyrosin 627 in Gab1 in Abhängigkeit von IL-6 
transient phosphoryliert wird. Bisher ist jedoch unklar, durch welche Kinase die 
Phosphorylierung von Gab1 vermittelt wird. Daher wäre weiterhin zu überprüfen, ob diese 
Phosphorylierung von Janus- oder z.B. Src-Kinasen abhängig ist. Im Falle der Janus-Kinasen 
ist der Einsatz von Inhibitoren problematisch, da bisher keine Substanz bekannt ist, die für 
solche Experimente die geeignete Spezifität besitzt. Deshalb wäre die Koexpression der 
Kinase-inaktiven Jak1-K907E-Mutante eine Möglichkeit, um die Beteiligung der Janus-
Kinasen an der Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade zu analysieren [150]. Durch den 
Einsatz des gut charakterisierten Inhibitors PP1 könnte der Einfluss von Src-Kinasen auf 
Gab1-Phosphorylierung und Erk-Aktivierung untersucht werden. 
 
 
5.5 Gibt es weitere Proteine, die an Tyrosin 759 des gp130 rekrutiert 
werden? 
 
Die Erk-Aktivierung in SHP2(Ex3-/-)-Zellen und die Abhängigkeit dieses Signalweges von  
Tyrosin 759 in gp130 wirft die Frage auf, ob möglicherweise weitere SH2-Domänen-
enthaltende Proteine an dieses Tyrosinmotiv binden. In Peptidpräzipitationsexperimenten mit 
dem pY759-Peptid ist daher zu überprüfen, ob Proteine wie Grb2, p85 u.a. ebenfalls direkt an 
dieses Tyrosinmotiv rekrutiert werden können. Wäre es möglich, einen dieser Faktoren mit 
dem Phosphopeptid in SHP2(Ex3-/-)-Zelllysaten kozupräzipitieren, wäre dies ein Hinweis für 
einen Erk-Aktivierungsmechanismus, der unabhängig von einer SHP2-Rezeptorrekrutierung 
erfolgt. Das Adapterprotein Shc könnte über seine PTB-Domäne ebenfalls an Tyrosin 759 
rekrutiert werden. Allerdings gibt es zur Rekrutierung von Shc an gp130 unterschiedliche 
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Befunde: Einerseits wird diskutiert, ob Shc ein spezifischer Adapter zur Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade über den OSM-Rezeptor ist, andererseits konnte in anderen Studien 
eine Shc/gp130-Interaktion nachgewiesen werden [138, 151]. Bisher ist jedoch nicht bekannt, 
welcher Bereich in gp130 Shc rekrutieren könnte.  
 
 
5.6 Welche Rolle spielt die PI3-Kinase in der Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kaskade? 
 
Die Mutation der p85-Interaktionsmotive in Gab1 führt in SHP2(Ex3-/-)-Zellen zu 
verminderter Erk-Aktivierung. Ein Einfluss der katalytischen Aktivität der PI3-Kinase auf die 
Erk-Aktivierung ließ sich jedoch weder in SHP2 Wildtyp noch in SHP2(Ex3-/-)-Zellen 
zeigen. Der regulatorischen Untereinheit p85 könnte jedoch eine Adapterfunktion zwischen 
Gab1 und aktiviertem Rezeptor bzw. zu anderen Signalmolekülen zukommen. In der Insulin-
Signaltransduktion konnte p85 bereits als Verbindungsglied zwischen dem Insulin-Rezeptor β 
und Gab1 identifiziert werden. Allerdings wurde dabei beschrieben, dass die p85/Rezeptor-
Interaktion nicht von der Tyrosinphosphorylierung des Insulin-Rezeptor β abhängig ist [147]. 
Eine weitere Frage ist, ob p85 in SHP2(Ex3-/-)-Zellen eine Verbindung von gp130 zu Gab1 
herstellen kann. Dieser Aspekt soll durch Peptidpräzipitationen mit p85-Punktmutanten 
geklärt werden, in denen die konservierten Argininmotive der SH2-Domänen mutiert werden. 
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6. Zusammenfassung 
 
Interleukin-6 signalisiert über einen hexameren Rezeptorkomplex, der aus je zwei Molekülen   
IL-6, IL-6 Rezeptor α und gp130 besteht. Der intrazelluläre Bereich von gp130 assoziiert mit 
den Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2. Zusätzlich weist dieser Bereich sechs Tyrosinmotive 
auf, von denen die vier Membran-distalen Tyrosinmotive die STAT-Faktoren STAT1 und 
STAT3 rekrutieren. Die rekrutierten STAT-Faktoren werden phosphoryliert, dimerisieren und 
translozieren in den Zellkern, wo sie die Expression von Zielgenen, z.B. die APP-Gene, 
induzieren. Das zweite Membran-proximale Tyrosinmotiv, Tyrosin 759, wurde als 
inhibitorisches Modul charakterisiert, das die STAT vermittelte Geninduktion hemmt. Über 
Tyrosin 759 können die Tyrosin-Phosphatase SHP2 und der STAT-induzierte feedback-
Inhibitor SOCS3 an den IL-6-Rezeptorkomplex rekrutiert werden. Es war bislang unklar, ob 
und in welcher Weise beide Moleküle zur Inhibition der IL-6 Signaltransduktion beitragen. In 
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass SHP2 offensichtlich über einen SOCS3-
unabhängigen Mechanismus, der die Phosphataseaktivität erfordert, den Jak/STAT-Weg 
hemmt. Dieser inhibitorische Effekt ist offenbar spezifisch für SHP2, da die homologe 
Phosphatase SHP1 keine vergleichbare Wirkung zeigt.  
Mit Hilfe von SHP2(Ex3-/-)-Zellen, in denen die Rezeptorrekrutierung des verkürzten SHP2-
Proteins beeinträchtigt ist, konnte gezeigt werden, dass der inhibitorische Effekt von SOCS3 
unabhängig von funktionellem SHP2 ist. In welcher Weise SOCS3 die IL-6 
Signaltransduktion negativ regulatorisch beeinflusst, ist zur Zeit nicht bekannt. Es wäre 
möglich, dass SOCS3 die Aktivität der Janus-Kinasen blockiert. SOCS3 könnte außerdem 
über die Bindung von Elongin C, das wahrscheinlich in einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex 
integriert wird, Signalproteine des Jak/STAT-Weges der Proteasom-abhängigen Degradation 
zuführen. 
IL-6 induziert eine starke Akutphase-Antwort in Hepatozyten, deren gut kontrollierte 
Regulation von entscheidender Bedeutung ist. SHP2 ist konstitutiv exprimiert und könnte 
durch die Dephosphorylierung verschiedener Moleküle des Jak/STAT-Weges (gp130, Janus-
Kinasen, STAT-Faktoren) grundlegend eine Dysregulation dieses Signalweges verhindern. 
Dagegen bewirkt SOCS3 als STAT-induzierter feedback-Inhibitor die effiziente Abschaltung 
der IL-6 Signaltransduktion.  
SHP2 ist weiterhin ein positiver Regulator der Ras/Raf/Erk-Kaskade nach IL-6 Stimulation. 
Der C-terminale Bereich von SHP2 bietet wahrscheinlich zwei Rekrutierungsmotive für Grb2, 
welches die Verbindung zu dem Signalverstärker Gab1 herstellt. In welcher Weise die 
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Dephosphorylierung von Signalmolekülen in der Gab1-abhängigen Aktivierung der 
Ras/Raf/Erk-Kaskade eine Rolle spielt, ist bisher nicht genau bekannt. Die Dysregulation der 
Phosphataseaktivität hat interessanterweise einen inhibitorischen Effekt auf die Erk-
Aktivierung. 
Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass in SHP2(Ex3-/-)-Zellen die 
Aktivierung der Ras/Raf/Erk-Kaskade wahrscheinlich über einen SHP2-unabhängigen 
Mechanismus erfolgt. Auch in diesen Zellen konnte Tyrosin 759 als Hauptmediator der IL-6 
abhängigen Erk-Aktivierung identifiziert werden, es ließ sich jedoch keine Interaktion des 
verkürzten SHP2-Proteins mit einem pY759-Peptid oder dem Adapterprotein Gab1 
nachweisen. Allerdings zeigte sich der Verlust der p85-Bindungsstellen von Gab1 als kritisch 
für die SHP2-unabhängige IL-6 vermittelte Erk-Aktivierung. Da ausgeschlossen werden 
konnte, dass die katalytische Aktivität der PI3-Kinase an der Aktivierung dieses Signalweges 
beteiligt ist, ist anzunehmen, dass entweder p85 als Adapter die Verbindung zwischen gp130 
und Gab1 herstellt oder andere bisher nicht bekannte Moleküle diese Funktion übernehmen. 
Literatur    82
 
7. Literatur 
 
 
1.  Heinrich, P. C., Schaper, F., Timmermann, A., Martens, A. S.,  Lehmann, U.,. (2003) 
Kapitel 28. Endokrine Funktionen II: Zytokine in Biochemie & Pathobiochemie  pp. 813-835, 
Löffler, G., Petrides, P. E., Berlin, Heidelberg, New York. 
2.  Heinrich, P. C., Behrmann, I., Haan, S., Hermanns, H. M., Muller-Newen, G. & 
Schaper, F. (2003) Principles of IL-6-type cytokine signalling and its regulation, Biochem J. 
374, 1-20. 
3.  Heinrich, P. C., Behrmann, I., Muller-Newen, G., Schaper, F. & Graeve, L. (1998) 
Interleukin-6-type cytokine signalling through the gp130/Jak/STAT pathway, Biochem J. 334, 
297-314. 
4.  Lelievre, E., Plun-Favreau, H., Chevalier, S., Froger, J., Guillet, C., Elson, G. C., 
Gauchat, J. F. & Gascan, H. (2001) Signaling pathways recruited by the cardiotrophin-like 
cytokine/cytokine-like factor-1 composite cytokine: specific requirement of the membrane-
bound form of ciliary neurotrophic factor receptor alpha component, J Biol Chem. 276, 
22476-22484. 
5.  Boulanger, M. J., Chow, D. C., Brevnova, E. E. & Garcia, K. C. (2003) Hexameric 
structure and assembly of the interleukin-6/IL-6 alpha-receptor/gp130 complex., Science. 300, 
2101-2104. 
6.  Heinrich, P. C., Castell, J. V. & Andus, T. (1990) Interleukin-6 and the acute phase 
response, Biochem J. 265, 621-636. 
7.  Akira, S., Taga, T. & Kishimoto, T. (1993) Interleukin-6 in biology and medicine, Adv 
Immunol. 54, 1-78. 
8.  Rooney, M., David, J., Symons, J., Di Giovine, F., Varsani, H. & Woo, P. (1995) 
Inflammatory cytokine responses in juvenile chronic arthritis, Br J Rheumatol. 34, 454-460. 
9.  Fishman, D., Faulds, G., Jeffery, R., Mohamed-Ali, V., Yudkin, J. S., Humphries, S. 
& Woo, P. (1998) The effect of novel polymorphisms in the interleukin-6 (IL-6) gene on IL-6 
transcription and plasma IL-6 levels, and an association with systemic-onset juvenile chronic 
arthritis, J Clin Invest. 102, 1369-1376. 
10.  Keul, R., Heinrich, P. C., Muller-Newen, G., Muller, K. & Woo, P. (1998) A possible 
role for soluble IL-6 receptor in the pathogenesis of systemic onset 
juvenile chronic arthritis., Cytokine. 10(9), 729-734. 
11.  Foster, C. B., Lehrnbecher, T., Samuels, S., Stein, S., Mol, F., Metcalf, J. A., Wyvill, 
K., Steinberg, S. M., Kovacs, J., Blauvelt, A., Yarchoan, R. & Chanock, S. J. (2000)  
Literatur    83
 
An IL6 promoter polymorphism is associated with a lifetime risk of development of Kaposi 
sarcoma in men infected with human immunodeficiency virus, Blood. 96, 2562-2567. 
12.  Scheidt-Nave, C., Bismar, H., Leidig-Bruckner, G., Woitge, H., Seibel, M. J., 
Ziegler, R. & Pfeilschifter, J. (2001) Serum interleukin 6 is a major predictor of bone loss in 
women specific to the first decade past menopause, J Clin Endocrinol Metab. 86, 2032-2042. 
13.  Suzuki, Y., Rani, S., Liesenfeld, O., Kojima, T., Lim, S., Nguyen, T. A., Dalrymple, 
S. A., Murray, R. & Remington, J. S. (1997) Impaired resistance to the development of 
toxoplasmic encephalitis in interleukin-6-deficient mice, Infect Immun. 65, 2339-2345. 
14.  Mendel, I., Katz, A., Kozak, N., Ben-Nun, A. & Revel, M. (1998) Interleukin-6 
functions in autoimmune encephalomyelitis: a study in gene-targeted mice, Eur J Immunol. 
28, 1727-1737. 
15.  Samoilova, E. B., Horton, J. L., Hilliard, B., Liu, T. S. & Chen, Y. (1998) IL-6-
deficient mice are resistant to experimental autoimmune encephalomyelitis: roles of IL-6 in 
the activation and differentiation of autoreactive T cells, J Immunol. 161, 6480-6486. 
16.  Lutticken, C., Wegenka, U. M., Yuan, J., Buschmann, J., Schindler, C., Ziemiecki, 
A., Harpur, A. G., Wilks, A. F., Yasukawa, K., Taga, T. & et al. (1994) Association of 
transcription factor APRF and protein kinase Jak1 with the interleukin-6 signal transducer 
gp130, Science. 263, 89-92. 
17.  Stahl, N., Boulton, T. G., Farruggella, T., Ip, N. Y., Davis, S., Witthuhn, B. A., 
Quelle, F. W., Silvennoinen, O., Barbieri, G., Pellegrini, S. & et al. (1994) Association and 
activation of Jak-Tyk kinases by CNTF-LIF-OSM-IL-6 beta receptor components, Science. 
263, 92-95. 
18.  Rodig, S. J., Meraz, M. A., White, J. M., Lampe, P. A., Riley, J. K., Arthur, C. D., 
King, K. L., Sheehan, K. C., Yin, L., Pennica, D., Johnson, E. M., Jr. & Schreiber, R. D. 
(1998) Disruption of the Jak1 gene demonstrates obligatory and nonredundant roles of the 
Jaks in cytokine-induced biologic responses, Cell. 93, 373-383. 
19.  Guschin, D., Rogers, N., Briscoe, J., Witthuhn, B., Watling, D., Horn, F., Pellegrini, 
S., Yasukawa, K., Heinrich, P., Stark, G. R. & et al. (1995) A major role for the protein 
tyrosine kinase JAK1 in the JAK/STAT signal transduction pathway in response to 
interleukin-6, Embo J. 14, 1421-1429. 
20.  Schaper, F., Gendo, C., Eck, M., Schmitz, J., Grimm, C., Anhuf, D., Kerr, I. M. & 
Heinrich, P. C. (1998) Activation of the protein tyrosine phosphatase SHP2 via the 
interleukin- 6 signal transducing receptor protein gp130 requires tyrosine kinase Jak1 and 
limits acute-phase protein expression, Biochem J. 335, 557-565. 
Literatur    84
 
21.  Kohlhuber, F., Rogers, N. C., Watling, D., Feng, J., Guschin, D., Briscoe, J., 
Witthuhn, B. A., Kotenko, S. V., Pestka, S., Stark, G. R., Ihle, J. N. & Kerr, I. M. (1997) 
A JAK1/JAK2 chimera can sustain alpha and gamma interferon responses, Mol Cell Biol. 17, 
695-706. 
22.  Pellegrini, S. & Dusanter-Fourt, I. (1997) The structure, regulation and function of the 
Janus kinases (JAKs) and the signal transducers and activators of transcription (STATs), Eur 
J Biochem. 248, 615-633. 
23.  Yan, H., Piazza, F., Krishnan, K., Pine, R. & Krolewski, J. J. (1998) Definition of the 
interferon-alpha receptor-binding domain on the TYK2 kinase, J Biol Chem. 273, 4046-4051. 
24.  Haan, C., Is'harc, H., Hermanns, H. M., Schmitz-Van De Leur, H., Kerr, I. M., 
Heinrich, P. C., Grotzinger, J. & Behrmann, I. (2001) Mapping of a region within the N 
terminus of Jak1 involved in cytokine receptor interaction, J Biol Chem. 276, 37451-37458. 
25.  Murakami, M., Narazaki, M., Hibi, M., Yawata, H., Yasukawa, K., Hamaguchi, M., 
Taga, T. & Kishimoto, T. (1991) Critical cytoplasmic region of the interleukin 6 signal 
transducer gp130 is conserved in the cytokine receptor family, Proc Natl Acad Sci U S A. 88, 
11349-11353. 
26.  Hilkens, C. M., Is'harc, H., Lillemeier, B. F., Strobl, B., Bates, P. A., Behrmann, I. & 
Kerr, I. M. (2001) A region encompassing the FERM domain of Jak1 is necessary for 
binding to the cytokine receptor gp130, FEBS Lett. 505, 87-91. 
27.  Hibi, M., Murakami, M., Saito, M., Hirano, T., Taga, T. & Kishimoto, T. (1990) 
Molecular cloning and expression of an IL-6 signal transducer, gp130, Cell. 63, 1149-1157. 
28.  Becker, S., Groner, B. & Muller, C. W. (1998) Three-dimensional structure of the 
Stat3beta homodimer bound to DNA, Nature. 394, 145-151. 
29.  Wen, Z., Zhong, Z. & Darnell, J. E. J. (1995) Maximal activation of transcription by 
Stat1 and Stat3 requires both tyrosine and serine phosphorylation., Cell. 82, 241-250. 
30.  Wen, Z. & Darnell, J. E. J. (1997) Mapping of Stat3 serine phosphorylation to a single 
residue (727) and evidence that serine phosphorylation has no influence on DNA binding of 
Stat1 and Stat3., Nucleic Acids Res. 25, 2062-2067. 
31.  Caldenhoven, E., van Dijk, B., Solari, R., Armstrong, J., Raaijmakers, J. A., 
Lammers, J. W., Koenderman, L. & de Groot, R. (1996) STAT3beta, a splice variant of 
transcription factor STAT3, is a dominant 
negative regulator of transcription., J Biol Chem. 271, 13221-13227. 
Literatur    85
 
32.  Stahl, N., Farruggella, T. J., Boulton, T. G., Zhong, Z., Darnell, J. E., Jr. & 
Yancopoulos, G. D. (1995) Choice of STATs and other substrates specified by modular 
tyrosine- based motifs in cytokine receptors, Science. 267, 1349-1353. 
33.  Gerhartz, C., Heesel, B., Sasse, J., Hemmann, U., Landgraf, C., Schneider-
Mergener, J., Horn, F., Heinrich, P. C. & Graeve, L. (1996) Differential activation of acute 
phase response factor/STAT3 and STAT1 via the cytoplasmic domain of the interleukin 6 
signal transducer gp130. I. Definition of a novel phosphotyrosine motif mediating STAT1 
activation, J Biol Chem. 271, 12991-12998. 
34.  Schmitz, J., Dahmen, H., Grimm, C., Gendo, C., Muller-Newen, G., Heinrich, P. C. 
& Schaper, F. (2000) The cytoplasmic tyrosine motifs in full-length glycoprotein 130 have 
different roles in IL-6 signal transduction, J Immunol. 164, 848-854. 
35.  Uddin, S., Sassano, A., Deb, D. K., Verma, A., Majchrzak, B., Rahman, A., Malik, A. 
B., Fish, E. N. & Platanias, L. C. (2002) Protein kinase C-delta (PKC-delta ) is activated by 
type I interferons and mediates phosphorylation of Stat1 on serine 727., J Biol chem. 277, 
14408-14416. 
36.  Schuringa, J. J., Jonk, L. J., Dokter, W. H., Vellenga, E. & Kruijer, W. (2000) 
Interleukin-6-induced STAT3 transactivation and Ser727 phosphorylation involves Vav, Rac-
1 and the kinase MEKK1/MKK-4 as signal transduction components., Biochem J. 347, 89-96. 
37.  Schuringa, J. J., Dekker, L. V., Vellenga, E. & Kruijer, W. (2001) Sequential 
activation of Rac-1, SEK-1/MKK-4, and protein kinase Cdelta is required for interleukin-6-
induced STAT3 Ser-727 phosphorylation and transactivation, J Biol Chem. 276, 27709-
27715. 
38.  Lim, C. P. & Cao, X. (2001) Regulation of Stat3 activation by MEK kinase 1., J Biol 
Chem. 276, 21004-21011. 
39.  Abe, K., Hirai, M., Mizuno, K., Higashi, N., Sekimoto, T., Miki, T., Hirano, T. & 
Nakajima, K. (2001) The YXXQ motif in gp 130 is crucial for STAT3 phosphorylation at 
Ser727 through an H7-sensitive kinase pathway., Oncogene. 20, 3464-3474. 
40.  Fuhrer, D. K., Feng, G. S. & Yang, Y. C. (1995) Syp associates with gp130 and Janus 
kinase 2 in response to interleukin- 11 in 3T3-L1 mouse preadipocytes, J Biol Chem. 270, 
24826-24830. 
41.  Fukada, T., Hibi, M., Yamanaka, Y., Takahashi-Tezuka, M., Fujitani, Y., 
Yamaguchi, T., Nakajima, K. & Hirano, T. (1996) Two signals are necessary for cell 
proliferation induced by a cytokine receptor gp130: involvement of STAT3 in anti-apoptosis, 
Immunity. 5, 449-460. 
Literatur    86
 
42.  Vogel, W. & Ullrich, A. (1996) Multiple in vivo phosphorylated tyrosine phosphatase 
SHP-2 engages binding to Grb2 via tyrosine 584, Cell Growth Differ. 7, 1589-1597. 
43.  Li, W., Nishimura, R., Kashishian, A., Batzer, A. G., Kim, W. J., Cooper, J. A. & 
Schlessinger, J. (1994) A new function for a phosphotyrosine phosphatase: linking GRB2-
Sos to a receptor tyrosine kinase, Mol Cell Biol. 14, 509-517. 
44.  Ogata, A., Chauhan, D., Urashima, M., Teoh, G., Treon, S. P. & Anderson, K. C. 
(1997) Blockade of mitogen-activated protein kinase cascade signaling in interleukin 6-
independent multiple myeloma cells, Clin Cancer Res. 3, 1017-1022. 
45.  Zhang, X. F., Settleman, J., Kyriakis, J. M., Takeuchi-Suzuki, E., Elledge, S. J., 
Marshall, M. S., Bruder, J. T., Rapp, U. R. & Avruch, J. (1993) Normal and oncogenic 
p21ras proteins bind to the amino-terminal regulatory domain of c-Raf-1, Nature. 364, 308-
313. 
46.  Yordy, J. S. & Muise-Helmericks, R. C. (2000) Signal transduction and the Ets family 
of transcription factors, Oncogene. 19, 6503-6513. 
47.  Liu, Y. & Rohrschneider, L. R. (2002) The gift of Gab, FEBS Lett. 515, 1-7. 
48.  Gu, H., Pratt, J. C., Burakoff, S. J. & Neel, B. G. (1998) Cloning of p97/Gab2, the 
major SHP2-binding protein in hematopoietic cells, reveals a novel pathway for cytokine-
induced gene activation, Mol Cell. 2, 729-740. 
49.  Takahashi-Tezuka, M., Yoshida, Y., Fukada, T., Ohtani, T., Yamanaka, Y., Nishida, 
K., Nakajima, K., Hibi, M. & Hirano, T. (1998) Gab1 acts as an adapter molecule linking 
the cytokine receptor gp130 to ERK mitogen-activated protein kinase, Mol Cell Biol. 18, 
4109-4117. 
50.  Itoh, M., Yoshida, Y., Nishida, K., Narimatsu, M., Hibi, M. & Hirano, T. (2000) Role 
of Gab1 in heart, placenta, and skin development and growth factor- and cytokine-induced 
extracellular signal-regulated kinase mitogen- activated protein kinase activation, Mol Cell 
Biol. 20, 3695-3704. 
51.  Cunnick, J. M., Mei, L., Doupnik, C. A. & Wu, J. (2001) Phosphotyrosines 627 and 
659 of Gab1 constitute a bisphosphoryl tyrosine-based activation motif (BTAM) conferring 
binding and activation of SHP2, J Biol Chem. 276, 24380-24387. 
52.  Cunnick, J. M., Meng, S., Ren, Y., Desponts, C., Wang, H. G., Djeu, J. Y. & Wu, J. 
(2002) Regulation of the mitogen-activated protein kinase signaling pathway by SHP2, J Biol 
Chem. 277, 9498-9504. 
Literatur    87
 
53.  Schaeper, U., Gehring, N. H., Fuchs, K. P., Sachs, M., Kempkes, B. & Birchmeier, 
W. (2000) Coupling of Gab1 to c-Met, Grb2, and Shp2 mediates biological responses, J Cell 
Biol. 149, 1419-1432. 
54.  Dittrich, E., Haft, C. R., Muys, L., Heinrich, P. C. & Graeve, L. (1996) A di-leucine 
motif and an upstream serine in the interleukin-6 (IL-6) signal transducer gp130 mediate 
ligand-induced endocytosis and down- regulation of the IL-6 receptor, J Biol Chem. 271, 
5487-5494. 
55.  Thiel, S., Behrmann, I., Dittrich, E., Muys, L., Tavernier, J., Wijdenes, J., Heinrich, 
P. C. & Graeve, L. (1998) Internalization of the interleukin 6 signal transducer gp130 does 
not require activation of the Jak/STAT pathway, Biochem J. 330, 47-54. 
56.  Zhou, B., Wang, Z. X., Zhao, Y., Brautigan, D. L. & Zhang, Z. Y. (2002) The 
specificity of extracellular signal-regulated kinase 2 dephosphorylation by protein 
phosphatases., J Biol Chem. 277, 31818-31825. 
57.  Greenhalgh, C. J. & Hilton, D. J. (2001) Negative regulation of cytokine signaling, J 
Leukoc Biol. 70, 348-356. 
58.  Kamizono, S., Hanada, T., Yasukawa, H., Minoguchi, S., Kato, R., Minoguchi, M., 
Hattori, K., Hatakeyama, S., Yada, M., Morita, S., Kitamura, T., Kato, H., Nakayama, 
K. & Yoshimura, A. (2001) The SOCS box of SOCS-1 accelerates ubiquitin-dependent 
proteolysis of TEL-JAK2, J Biol Chem. 276, 12530-12538. 
59.  Ungureanu, D., Saharinen, P., Junttila, I., Hilton, D. J. & Silvennoinen, O. (2002) 
Regulation of Jak2 through the ubiquitin-proteasome pathway involves phosphorylation of 
Jak2 on Y1007 and interaction with SOCS-1, Mol Cell Biol. 22, 3316-3326. 
60.  Frantsve, J., Schwaller, J., Sternberg, D. W., Kutok, J. & Gilliland, D. G. (2001) 
Socs-1 inhibits TEL-JAK2-mediated transformation of hematopoietic cells through inhibition 
of JAK2 kinase activity and induction of proteasome- mediated degradation, Mol Cell Biol. 
21, 3547-3557. 
61.  Andersen, J. N., Mortensen, O. H., Peters, G. H., Drake, P. G., Iversen, L. F., Olsen, 
O. H., Jansen, P. G., Andersen, H. S., Tonks, N. K. & Moller, N. P. (2001) Structural and 
evolutionary relationships among protein tyrosine phosphatase domains, Mol Cell Biol. 21, 
7117-7136. 
62.  Neel, B. G. & Tonks, N. K. (1997) Protein tyrosine phosphatases in signal transduction, 
Curr Opin Cell Biol. 9, 193-204. 
Literatur    88
 
63.  Freeman, R. M., Jr., Plutzky, J. & Neel, B. G. (1992) Identification of a human src 
homology 2-containing protein-tyrosine- phosphatase: a putative homolog of Drosophila 
corkscrew, Proc Natl Acad Sci U S A. 89, 11239-11243. 
64.  Hof, P., Pluskey, S., Dhe-Paganon, S., Eck, M. J. & Shoelson, S. E. (1998) Crystal 
structure of the tyrosine phosphatase SHP-2, Cell. 92, 441-450. 
65.  Lu, W., Gong, D., Bar-Sagi, D. & Cole, P. A. (2001) Site-specific incorporation of a 
phosphotyrosine mimetic reveals a role for tyrosine phosphorylation of SHP-2 in cell 
signaling, Mol Cell. 8, 759-769. 
66.  Tartaglia, M., Mehler, E. L., Goldberg, R., Zampino, G., Brunner, H. G., Kremer, 
H., van der Burgt, I., Crosby, A. H., Ion, A., Jeffery, S., Kalidas, K., Patton, M. A., 
Kucherlapati, R. S. & Gelb, B. D. (2001) Mutations in PTPN11, encoding the protein 
tyrosine phosphatase SHP-2, cause Noonan syndrome, Nat Genet. 29, 465-468. 
67.  Saxton, T. M. & Pawson, T. (1999) Morphogenetic movements at gastrulation require 
the SH2 tyrosine phosphatase Shp2, Proc Natl Acad Sci U S A. 96, 3790-3795. 
68.  Saxton, T. M., Ciruna, B. G., Holmyard, D., Kulkarni, S., Harpal, K., Rossant, J. & 
Pawson, T. (2000) The SH2 tyrosine phosphatase shp2 is required for mammalian limb 
development, Nat Genet. 24, 420-423. 
69.  Kharitonenkov, A., Chen, Z., Sures, I., Wang, H., Schilling, J. & Ullrich, A. (1997) A 
family of proteins that inhibit signalling through tyrosine kinase receptors, Nature. 386, 181-
186. 
70.  Agazie, Y. M. & Hayman, M. J. (2003) Development of an efficient "substrate-
trapping" mutant of Src homology phosphotyrosine phosphatase 2 and identification of the 
epidermal growth factor receptor, Gab1, and three other proteins as target substrates, J Biol 
Chem. 278, 13952-13958. 
71.  Wu, T. R., Hong, Y. K., Wang, X. D., Ling, M. Y., Dragoi, A. M., Chung, A. S., 
Campbell, A. G., Han, Z. Y., Feng, G. S. & Chin, Y. E. (2002) SHP-2 is a dual-specificity 
phosphatase involved in Stat1 dephosphorylation at both tyrosine and serine residues in 
nuclei, J Biol Chem. 277, 47572-47580. 
72.  Chen, Y., Wen, R., Yang, S., Schuman, J., Zhang, E. E., Yi, T., Feng, G. S. & Wang, 
D. (2003) Identification of Shp-2 as a Stat5A phosphatase, J Biol Chem. 278, 16520-16527. 
73.  Endo, T. A., Masuhara, M., Yokouchi, M., Suzuki, R., Sakamoto, H., Mitsui, K., 
Matsumoto, A., Tanimura, S., Ohtsubo, M., Misawa, H., Miyazaki, T., Leonor, N., 
Taniguchi, T., Fujita, T., Kanakura, Y., Komiya, S. & Yoshimura, A. (1997) A new 
protein containing an SH2 domain that inhibits JAK kinases, Nature. 387, 921-924. 
Literatur    89
 
74.  Naka, T., Narazaki, M., Hirata, M., Matsumoto, T., Minamoto, S., Aono, A., 
Nishimoto, N., Kajita, T., Taga, T., Yoshizaki, K., Akira, S. & Kishimoto, T. (1997) 
Structure and function of a new STAT-induced STAT inhibitor, Nature. 387, 924-929. 
75.  Starr, R., Willson, T. A., Viney, E. M., Murray, L. J., Rayner, J. R., Jenkins, B. J., 
Gonda, T. J., Alexander, W. S., Metcalf, D., Nicola, N. A. & Hilton, D. J. (1997) A family 
of cytokine-inducible inhibitors of signalling, Nature. 387, 917-921. 
76.  Hilton, D. J., Richardson, R. T., Alexander, W. S., Viney, E. M., Willson, T. A., 
Sprigg, N. S., Starr, R., Nicholson, S. E., Metcalf, D. & Nicola, N. A. (1998) Twenty 
proteins containing a C-terminal SOCS box form five structural classes, Proc Natl Acad Sci U 
S A. 95, 114-119. 
77.  Masuhara, M., Sakamoto, H., Matsumoto, A., Suzuki, R., Yasukawa, H., Mitsui, K., 
Wakioka, T., Tanimura, S., Sasaki, A., Misawa, H., Yokouchi, M., Ohtsubo, M. & 
Yoshimura, A. (1997) Cloning and characterization of novel CIS family genes, Biochem 
Biophys Res Commun. 239, 439-446. 
78.  Alexander, W. S., Starr, R., Fenner, J. E., Scott, C. L., Handman, E., Sprigg, N. S., 
Corbin, J. E., Cornish, A. L., Darwiche, R., Owczarek, C. M., Kay, T. W., Nicola, N. A., 
Hertzog, P. J., Metcalf, D. & Hilton, D. J. (1999) SOCS1 is a critical inhibitor of interferon 
gamma signaling and prevents the potentially fatal neonatal actions of this cytokine, Cell. 98, 
597-608. 
79.  Marine, J. C., Topham, D. J., McKay, C., Wang, D., Parganas, E., Stravopodis, D., 
Yoshimura, A. & Ihle, J. N. (1999) SOCS1 deficiency causes a lymphocyte-dependent 
perinatal lethality, Cell. 98, 609-616. 
80.  Roberts, A. W., Robb, L., Rakar, S., Hartley, L., Cluse, L., Nicola, N. A., Metcalf, 
D., Hilton, D. J. & Alexander, W. S. (2001) Placental defects and embryonic lethality in 
mice lacking suppressor of cytokine signaling 3, Proc Natl Acad Sci U S A. 98, 9324-9329. 
81.  Nicholson, S. E., Willson, T. A., Farley, A., Starr, R., Zhang, J. G., Baca, M., 
Alexander, W. S., Metcalf, D., Hilton, D. J. & Nicola, N. A. (1999) Mutational analyses of 
the SOCS proteins suggest a dual domain requirement but distinct mechanisms for inhibition 
of LIF and IL-6 signal transduction, Embo J. 18, 375-385. 
82.  Yasukawa, H., Misawa, H., Sakamoto, H., Masuhara, M., Sasaki, A., Wakioka, T., 
Ohtsuka, S., Imaizumi, T., Matsuda, T., Ihle, J. N. & Yoshimura, A. (1999) The JAK-
binding protein JAB inhibits Janus tyrosine kinase activity through binding in the activation 
loop, Embo J. 18, 1309-1320. 
Literatur    90
 
83.  Narazaki, M., Fujimoto, M., Matsumoto, T., Morita, Y., Saito, H., Kajita, T., 
Yoshizaki, K., Naka, T. & Kishimoto, T. (1998) Three distinct domains of SSI-1/SOCS-
1/JAB protein are required for its suppression of interleukin 6 signaling, Proc Natl Acad Sci U 
S A. 95, 13130-13134. 
84.  Sasaki, A., Yasukawa, H., Suzuki, A., Kamizono, S., Syoda, T., Kinjyo, I., Sasaki, 
M., Johnston, J. A. & Yoshimura, A. (1999) Cytokine-inducible SH2 protein-3 
(CIS3/SOCS3) inhibits Janus tyrosine kinase by binding through the N-terminal kinase 
inhibitory region as well as SH2 domain, Genes Cells. 4, 339-351. 
85.  Sasaki, A., Yasukawa, H., Shouda, T., Kitamura, T., Dikic, I. & Yoshimura, A. 
(2000) CIS3/SOCS-3 suppresses erythropoietin (EPO) signaling by binding the EPO receptor 
and JAK2, J Biol Chem. 275, 29338-29347. 
86.  Nicholson, S. E., De Souza, D., Fabri, L. J., Corbin, J., Willson, T. A., Zhang, J. G., 
Silva, A., Asimakis, M., Farley, A., Nash, A. D., Metcalf, D., Hilton, D. J., Nicola, N. A. & 
Baca, M. (2000) Suppressor of cytokine signaling-3 preferentially binds to the SHP-2- 
binding site on the shared cytokine receptor subunit gp130, Proc Natl Acad Sci U S A. 97, 
6493-6498. 
87.  Matsumoto, A., Masuhara, M., Mitsui, K., Yokouchi, M., Ohtsubo, M., Misawa, H., 
Miyajima, A. & Yoshimura, A. (1997) CIS, a cytokine inducible SH2 protein, is a target of 
the JAK-STAT5 pathway and modulates STAT5 activation, Blood. 89, 3148-3154. 
88.  Kamura, T., Sato, S., Haque, D., Liu, L., Kaelin, W. G., Jr., Conaway, R. C. & 
Conaway, J. W. (1998) The Elongin BC complex interacts with the conserved SOCS-box 
motif present in members of the SOCS, ras, WD-40 repeat, and ankyrin repeat families, 
Genes Dev. 12, 3872-3881. 
89.  Zhang, J. G., Farley, A., Nicholson, S. E., Willson, T. A., Zugaro, L. M., Simpson, R. 
J., Moritz, R. L., Cary, D., Richardson, R., Hausmann, G., Kile, B. J., Kent, S. B., 
Alexander, W. S., Metcalf, D., Hilton, D. J., Nicola, N. A. & Baca, M. (1999) The 
conserved SOCS box motif in suppressors of cytokine signaling binds to elongins B and C 
and may couple bound proteins to proteasomal degradation, Proc Natl Acad Sci U S A. 96, 
2071-2076. 
90.  Jackson, P. K. (2001) A new RING for SUMO: wrestling transcriptional responses into 
nuclear bodies with 
PIAS family E3 SUMO ligases., Genes Dev. 15(23), 3053-3058. 
91.  Liao, J., Fu, Y. & Shuai, K. (2000) Distinct roles of the NH2- and COOH-terminal 
domains of the protein inhibitor of activated signal transducer and activator of transcription 
Literatur    91
 
(STAT) 1 (PIAS1) in cytokine-induced PIAS1-Stat1 interaction, Proc Natl Acad Sci U S A. 
97, 5267-5272. 
92.  Liu, B., Liao, J., Rao, X., Kushner, S. A., Chung, C. D., Chang, D. D. & Shuai, K. 
(1998) Inhibition of Stat1-mediated gene activation by PIAS1, Proc Natl Acad Sci U S A. 95, 
10626-10631. 
93.  Chung, C. D., Liao, J., Liu, B., Rao, X., Jay, P., Berta, P. & Shuai, K. (1997) Specific 
inhibition of Stat3 signal transduction by PIAS3, Science. 278, 1803-1805. 
94.  Arora, T., Liu, B., He, H., Kim, J., Murphy, T. L., Murphy, K. M., Modlin, R. L. & 
Shuai, K. (2003) PIASx Is a Transcriptional Co-repressor of Signal Transducer and Activator 
of Transcription 4, J Biol Chem. 278, 21327-21330. 
95.  Hochstrasser, M. (2000) Evolution and function of ubiquitin-like protein-conjugation 
systems, Nat Cell Biol. 2, E153-157. 
96.  Nishida, T. & Yasuda, H. (2002) PIAS1 and PIASxalpha function as SUMO-E3 ligases 
toward androgen receptor and repress androgen receptor-dependent transcription, J Biol 
Chem. 277, 41311-41317. 
97.  Symes, A., Stahl, N., Reeves, S. A., Farruggella, T., Servidei, T., Gearan, T., 
Yancopoulos, G. & Fink, J. S. (1997) The protein tyrosine phosphatase SHP-2 negatively 
regulates ciliary neurotrophic factor induction of gene expression, Curr Biol. 7, 697-700. 
98.  Kim, H., Hawley, T. S., Hawley, R. G. & Baumann, H. (1998) Protein tyrosine 
phosphatase 2 (SHP-2) moderates signaling by gp130 but is not required for the induction of 
acute-phase plasma protein genes in hepatic cells, Mol Cell Biol. 18, 1525-1533. 
99.  Schmitz, J., Weissenbach, M., Haan, S., Heinrich, P. C. & Schaper, F. (2000) SOCS3 
exerts its inhibitory function on interleukin-6 signal transduction through the SHP2 
recruitment site of gp130, J Biol Chem. 275, 12848-12856. 
100.  Kim, H. & Baumann, H. (1999) Dual signaling role of the protein tyrosine phosphatase 
SHP-2 in regulating expression of acute-phase plasma proteins by interleukin-6 cytokine 
receptors in hepatic cells, Mol Cell Biol. 19, 5326-5338. 
101.  Friederichs, K., Schmitz, J., Weissenbach, M., Heinrich, P. C. & Schaper, F. (2001) 
Interleukin-6-induced proliferation of pre-B cells mediated by receptor complexes lacking the 
SHP2/SOCS3 recruitment sites revisited, Eur J Biochem. 268, 6401-6407. 
102.  Arcone, R., Pucci, P., Zappacosta, F., Fontaine, V., Malorni, A., Marino, G. & 
Ciliberto, G. (1991) Single-step purification and structural characterization of human 
interleukin-6 produced in Escherichia coli from a T7 RNA polymerase expression vector, Eur 
J Biochem. 198, 541-547. 
Literatur    92
 
103.  Weiergraber, O., Hemmann, U., Kuster, A., Muller-Newen, G., Schneider, J., Rose-
John, S., Kurschat, P., Brakenhoff, J. P., Hart, M. H., Stabel, S. & et al. (1995) Soluble 
human interleukin-6 receptor. Expression in insect cells, purification and characterization, Eur 
J Biochem. 234, 661-669. 
104.  Reineke, U., Sabat, R., Kramer, A., Stigler, R. D., Seifert, M., Michel, T., Volk, H. 
D. & Schneider-Mergener, J. (1996) Mapping protein-protein contact sites using cellulose-
bound peptide scans, Mol Divers. 1, 141-148. 
105.  Weidner, K. M., Di Cesare, S., Sachs, M., Brinkmann, V., Behrens, J. & 
Birchmeier, W. (1996) Interaction between Gab1 and the c-Met receptor tyrosine kinase is 
responsible for epithelial morphogenesis, Nature. 384, 173-176. 
106.  Behrmann, I., Janzen, C., Gerhartz, C., Schmitz-Van de Leur, H., Hermanns, H., 
Heesel, B., Graeve, L., Horn, F., Tavernier, J. & Heinrich, P. C. (1997) A single STAT 
recruitment module in a chimeric cytokine receptor complex is sufficient for STAT 
activation., J Biol Chem. 272, 5269-5274. 
107.  Plutzky, J., Neel, B. G. & Rosenberg, R. D. (1992) Isolation of a src homology 2-
containing tyrosine phosphatase, Proc Natl Acad Sci U S A. 89, 1123-1127. 
108.  Robbins, S. M., Quintrell, N. A. & Bishop, J. M. (1995) Myristoylation and 
differential palmitoylation of the HCK protein- tyrosine kinases govern their attachment to 
membranes and association with caveolae, Mol Cell Biol. 15, 3507-3515. 
109.  Sambrook, J., Russell, D.W. (2001) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, , Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 
110.  Sanger, F., Nicklen, S. & Coulson, A. R. (1977) DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors, Proc Natl Acad Sci U S A. 74, 5463-5467. 
111.  Saiki, R. K., Bugawan, T. L., Horn, G. T., Mullis, K. B. & Erlich, H. A. (1986) 
Analysis of enzymatically amplified beta-globin and HLA-DQ alpha DNA with allele-
specific oligonucleotide probes, Nature. 324, 163-166. 
112.  D'Aquila, R. T., Bechtel, L. J., Videler, J. A., Eron, J. J., Gorczyca, P. & Kaplan, J. 
C. (1991) Maximizing sensitivity and specificity of PCR by pre-amplification heating, 
Nucleic Acids Res. 19, 3749. 
113.  Felgner, J. H., Kumar, R., Sridhar, C. N., Wheeler, C. J., Tsai, Y. J., Border, R., 
Ramsey, P., Martin, M. & Felgner, P. L. (1994) Enhanced gene delivery and mechanism 
studies with a novel series of cationic lipid formulations, J Biol Chem. 269, 2550-2561. 
Literatur    93
 
114.  Bradford, M. M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding, Anal Biochem. 
72, 248-254. 
115.  Harlow, E., Lane, D. (1988) A laboratory manual: Antibodies, , . 
116.  Laemmli, U. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head 
of bacteriophage T4, Nature. 227, 680-685. 
117.  Kile, B. T., Nicola, N. A. & Alexander, W. S. (2001) Negative regulators of cytokine 
signaling, Int J Hematol. 73, 292-298. 
118.  Ukkola, O. & Santaniemi, M. (2002) Protein tyrosine phosphatase 1B: a new target for 
the treatment of obesity and associated co-morbidities, J Intern Med. 251, 467-475. 
119.  Tanuma, N., Nakamura, K., Shima, H. & Kikuchi, K. (2000) Protein-tyrosine 
phosphatase PTPepsilon C inhibits Jak-STAT signaling and differentiation induced by 
interleukin-6 and leukemia inhibitory factor in M1 leukemia cells, J Biol Chem. 275, 28216-
28221. 
120.  Tanuma, N., Shima, H., Nakamura, K. & Kikuchi, K. (2001) Protein tyrosine 
phosphatase epsilonC selectively inhibits interleukin- 6- and interleukin- 10-induced JAK-
STAT signaling, Blood. 98, 3030-3034. 
121.  Mahmoud, M. S., Ishikawa, H., Fujii, R. & Kawano, M. M. (1998) Induction of 
CD45 expression and proliferation in U-266 myeloma cell line by interleukin-6, Blood. 92, 
3887-3897. 
122.  Irie-Sasaki, J., Sasaki, T., Matsumoto, W., Opavsky, A., Cheng, M., Welstead, G., 
Griffiths, E., Krawczyk, C., Richardson, C. D., Aitken, K., Iscove, N., Koretzky, G., 
Johnson, P., Liu, P., Rothstein, D. M. & Penninger, J. M. (2001) CD45 is a JAK 
phosphatase and negatively regulates cytokine receptor signalling, Nature. 409, 349-354. 
123.  Yamamoto, T., Sekine, Y., Kashima, K., Kubota, A., Sato, N., Aoki, N. & Matsuda, 
T. (2002) The nuclear isoform of protein-tyrosine phosphatase TC-PTP regulates interleukin-
6-mediated signaling pathway through STAT3 dephosphorylation, Biochem Biophys Res 
Commun. 297, 811-817. 
124.  Saxton, T. M., Henkemeyer, M., Gasca, S., Shen, R., Rossi, D. J., Shalaby, F., Feng, 
G. S. & Pawson, T. (1997) Abnormal mesoderm patterning in mouse embryos mutant for the 
SH2 tyrosine phosphatase Shp-2, Embo J. 16, 2352-2364. 
125.  Schmitz, J. (2001) Repression der IL-6 Signaltransduktion über das zyotplasmatische 
Tyrosin 759 des Signaltransduktors gp130., Dissertation, RWTH Aachen. 
Literatur    94
 
126.  Dechert, U., Adam, M., Harder, K. W., Clark-Lewis, I. & Jirik, F. (1994) 
Characterization of protein tyrosine phosphatase SH-PTP2. Study of phosphopeptide 
substrates and possible regulatory role of SH2 domains, J Biol Chem. 269, 5602-5611. 
127.  Guan, K. L. & Dixon, J. E. (1991) Evidence for protein-tyrosine-phosphatase catalysis 
proceeding via a cysteine-phosphate intermediate, J Biol Chem. 266, 17026-17030. 
128.  Anhuf, D., Weissenbach, M., Schmitz, J., Sobota, R., Hermanns, H. M., Radtke, S., 
Linnemann, S., Behrmann, I., Heinrich, P. C. & Schaper, F. (2000) Signal transduction of 
IL-6, leukemia-inhibitory factor, and oncostatin M: structural receptor requirements for signal 
attenuation, J Immunol. 165, 2535-2543. 
129.  Shi, Z. Q., Yu, D. H., Park, M., Marshall, M. & Feng, G. S. (2000) Molecular 
mechanism for the Shp-2 tyrosine phosphatase function in promoting growth factor 
stimulation of Erk activity, Mol Cell Biol. 20, 1526-1536. 
130.  Zhang, S. Q., Tsiaras, W. G., Araki, T., Wen, G., Minichiello, L., Klein, R. & Neel, 
B. G. (2002) Receptor-specific regulation of phosphatidylinositol 3'-kinase activation by the 
protein tyrosine phosphatase Shp2, Mol Cell Biol. 22, 4062-4072. 
131.  Siewert, E., Muller-Esterl, W., Starr, R., Heinrich, P. C. & Schaper, F. (1999) 
Different protein turnover of interleukin-6-type cytokine signalling components, Eur J 
Biochem. 265, 251-257. 
132.  Fairlie, W. D., De Souza, D., Nicola, N. A. & Baca, M. (2003) Negative regulation of 
gp130 signalling mediated through tyrosine-757 is not dependent on the recruitment of SHP2, 
Biochem J. 372, 495-502. 
133.  Lehmann, U., Schmitz, J., Weissenbach, M., Sobota, R. M., Hortner, M., 
Friederichs, K., Behrmann, I., Tsiaris, W., Sasaki, A., Schneider-Mergener, J., 
Yoshimura, A., Neel, B. G., Heinrich, P. C. & Schaper, F. (2003) SHP2 and SOCS3 
contribute to Tyr-759-dependent attenuation of interleukin-6 signaling through gp130, J Biol 
Chem. 278, 661-671. 
134.  Yin, T., Shen, R., Feng, G. S. & Yang, Y. C. (1997) Molecular characterization of 
specific interactions between SHP-2 phosphatase and JAK tyrosine kinases, J Biol Chem. 272, 
1032-1037. 
135.  Chughtai, N., Schimchowitsch, S., Lebrun, J. J. & Ali, S. (2002) Prolactin induces 
SHP-2 association with Stat5, nuclear translocation, and binding to the beta-casein gene 
promoter in mammary cells, J Biol Chem. 277, 31107-31114. 
Literatur    95
 
136.  Haan, S., Ferguson, P., Sommer, U., Hiremath, M., McVicar, D., Heinrich, P. C., 
Johnston, J. A., Cacalano, N. A. (2003) Tyrosine phosphorylation disrupts elongin 
interaction and accelerates SOCS3 degradation., J Biol Chem in press. 
137.  Schiemann, W. P., Bartoe, J. L. & Nathanson, N. M. (1997) Box 3-independent 
signaling mechanisms are involved in leukemia inhibitory factor receptor alpha- and gp130-
mediated stimulation of mitogen-activated protein kinase. Evidence for participation of 
multiple signaling pathways which converge at Ras, J Biol Chem. 272, 16631-16636. 
138.  Hermanns, H. M., Radtke, S., Schaper, F., Heinrich, P. C. & Behrmann, I. (2000) 
Non-redundant signal transduction of interleukin-6-type cytokines. The adapter protein Shc is 
specifically recruited to rhe oncostatin M receptor, J Biol Chem. 275, 40742-40748. 
139.  Bjorbaek, C., Lavery, H. J., Bates, S. H., Olson, R. K., Davis, S. M., Flier, J. S. & 
Myers, M. G., Jr. (2000) SOCS3 mediates feedback inhibition of the leptin receptor via 
Tyr985, J Biol Chem. 275, 40649-40657. 
140.  Bjorbaek, C., Buchholz, R. M., Davis, S. M., Bates, S. H., Pierroz, D. D., Gu, H., 
Neel, B. G., Myers, M. G., Jr. & Flier, J. S. (2001) Divergent roles of SHP-2 in ERK 
activation by leptin receptors, J Biol Chem. 276, 4747-4755. 
141.  Bennett, A. M., Hausdorff, S. F., O'Reilly, A. M., Freeman, R. M. & Neel, B. G. 
(1996) Multiple requirements for SHPTP2 in epidermal growth factor-mediated cell cycle 
progression, Mol Cell Biol. 16, 1189-1202. 
142.  Yart, A., Laffargue, M., Mayeux, P., Chretien, S., Peres, C., Tonks, N., Roche, S., 
Payrastre, B., Chap, H. & Raynal, P. (2001) A critical role for phosphoinositide 3-kinase 
upstream of Gab1 and SHP2 in the activation of ras and mitogen-activated protein kinases by 
epidermal growth factor, J Biol Chem. 276, 8856-8864. 
143.  Wu, C. J., O'Rourke, D. M., Feng, G. S., Johnson, G. R., Wang, Q. & Greene, M. I. 
(2001) The tyrosine phosphatase SHP-2 is required for mediating phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt activation by growth factors, Oncogene. 20, 6018-6025. 
144.  Cuevas, B. D., Lu, Y., Mao, M., Zhang, J., LaPushin, R., Siminovitch, K. & Mills, 
G. B. (2001) Tyrosine phosphorylation of p85 relieves its inhibitory activity on 
phosphatidylinositol 3-kinase, J Biol Chem. 276, 27455-27461. 
145.  Jimenez, C., Hernandez, C., Pimentel, B. & Carrera, A. C. (2002) The p85 
regulatory subunit controls sequential activation of phosphoinositide 3-kinase by Tyr kinases 
and Ras, J Biol Chem. 277, 41556-41562. 
146.  Yart, A., Roche, S., Wetzker, R., Laffargue, M., Tonks, N., Mayeux, P., Chap, H. & 
Raynal, P. (2002) A function for phosphoinositide 3-kinase beta lipid products in coupling 
Literatur    96
 
beta gamma to Ras activation in response to lysophosphatidic acid, J Biol Chem. 277, 21167-
21178. 
147.  Onishi-Haraikawa, Y., Funaki, M., Gotoh, N., Shibuya, M., Inukai, K., Katagiri, 
H., Fukushima, Y., Anai, M., Ogihara, T., Sakoda, H., Ono, H., Kikuchi, M., Oka, Y. & 
Asano, T. (2001) Unique phosphorylation mechanism of Gab1 using PI 3-kinase as an 
adaptor protein, Biochem Biophys Res Commun. 288, 476-482. 
148.  Cacalano, N. A., Sanden, D. & Johnston, J. A. (2001) Tyrosine-phosphorylated 
SOCS-3 inhibits STAT activation but binds to p120 RasGAP and activates Ras, Nat Cell Biol. 
3, 460-465. 
149.  Rui, L., Yuan, M., Frantz, D., Shoelson, S. & White, M. F. (2002) SOCS-1 and 
SOCS-3 block insulin signaling by ubiquitin-mediated degradation of IRS1 and IRS2, J Biol 
Chem. 277, 42394-42398. 
150.  Briscoe, J., Rogers, N. C., Witthuhn, B. A., Watling, D., Harpur, A. G., Wilks, A. 
F., Stark, G. R., Ihle, J. N. & Kerr, I. M. (1996) Kinase-negative mutants of JAK1 can 
sustain interferon-gamma-inducible gene expression but not an antiviral state., EMBO J. 15, 
799-809. 
151.  Giordano, V., De Falco, G., Chiari, R., Quinto, I., Pelicci, P. G., Bartholomew, L., 
Delmastro, P., Gadina, M. & Scala, G. (1997) Shc mediates IL-6 signaling by interacting 
with gp130 and Jak2 kinase, J Immunol. 158, 4097-4103. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang    97
 
 
Danksagung 
 
 
Bei Herrn Prof. Dr. P. C. Heinrich bedanke ich mich für die freundliche Aufnahme in seine 
Arbeitsgruppe und sein kontinuierliches Interesse am Fortgang dieser Arbeit. 
 
 
Herrn Prof. Dr. J. Mey danke ich für die Übernahme des Korreferats. 
 
 
Ganz besonders danke ich Dr. Fred Schaper für die Betreuung und Unterstützung meiner 
Arbeit und die vielen hilfreichen Diskussionen. 
 
 
Mein besonderer Dank gilt allen Mitarbeitern des Instituts für Biochemie, die immer 
hilfsbereit und freundlich waren, dazu gehören insbesondere die TAs und die Besatzung des 
Labor 15: Thomas Clahsen, Patrick Fischer, Katrin Golz, Andrea Graf, Sonja Linnemann, 
Radoslaw Sobota, Manuela Weißenbach und Xiangping Yang. Darüber hinaus bedanke ich 
mich bei Andrea Küster für viele praktische Tipps und viel IL-6/sIL-6R und bei Hubert 
Szameit für viele kleinere und größere Reparaturen der Arbeitsgeräte. 
 
 
Meinen Eltern möchte ich für die Unterstützung während des Studiums danken. 
 
 
Bei Jan Senderek bedanke ich mich für die kritische Durchsicht des Manuskripts. 
 
 
Frank Pitthan danke ich für seine Geduld und Hilfe. 
 
 
 
 
 
Anhang    98
 
Lebenslauf 
 
 
 
Ute Lehmann 
 
 
15.12.1973 geboren in Aachen 
 
 
1980 – 1984 Besuch der Gemeinschaftsgrundschule Vaalserquartier in Aachen 
 
 
1984 - 1993 Besuch des Gymnasiums St. Leonhard in Aachen 
                       Erlangen der Allgemeinen Hochschulreife  
 
 
1993 - 1998 Studium der Biologie an der RWTH Aachen 
 
 
11/1997 - 11/1998 Diplomarbeit am Institut für Mikrobiologie der RWTH Aachen 
Thema: „Ectopische Expression eines mitochondrialen ORFs zur 
Lokalisation des Genprodukts in den Mitochondrien der Spalthefe 
Schizosaccharomyces pombe“  
 
 
9.11.1998    Diplom 
 
 
11/1998 - 11/1999 Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut für Neuropathologie der    
RWTH Aachen 
 
 
11/1999 - heute Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut für Biochemie der RWTH 
 Aachen 
 
 
 
